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Apesar da primeira inseminagio artificial ter sido realizada em cées, por Lazaro Spallanzani
em 1788, esta ndo foi a espécie de escolha para o seu aprimoramento. Nos ultimos 20 anos, 0s
criadores de cdes tém experimentado um inesperado interesse pela inseminagdo artificial e pelas
técnicas de preservacido de sémen. O interesse pelo congelamento aumentou principalmente por
dois motivos: o inicio do comércio internacional e o estabelecimento de bancos genéticos de
reprodutores de alto valor zootécnico (De los Reyes, 2004, Pefia et al., 2006).

Causas multifatoriais influenciam o sucesso do congelamento, como os efeitos do processo
sobre os espermatozdides, o efeito indireto da fémea, o protocolo de inseminagdo estabelecido,
além das dificuldades existentes no proprio método de congelamento, que sido altamente
influenciaveis pela variagdo existente entre cdes de diferentes ragas e entre individuos (Cardoso et
al., 2005; Graham e Moce, 2005).

O conhecimento das particularidades relacionadas a fisiologia reprodutiva do cido ¢
importante para minimizar os efeitos do ejaculado sobre o congelamento. Caracteristicas inerentes
a ele, como a presenga da prostata como Unica glandula sexual acessoria e a liberagio do ejaculado
em fragdes, influenciam no protocolo de coleta e a qualidade do sémen congelado, ao considerar
que o plasma seminal atua negativamente sobre o espermatozdide durante o congelamento
(England e Allen, 1992; Rota et al., 1995).

Aconselha-se coletar o sémen uma vez a cada 48 horas, n3o sendo interessante realiza-la em
periodos inferiores a este ou realizar coletas diarias, devido a redugio da concentragio espermatica
depois de cinco a sete dias (England e Lofstedt, 2000). Preconiza-se eliminar as fra¢des prostaticas
do sémen que sera congelado, sendo que alguns autores recomendam realizar esta separagdo no
momento da coleta, através da obtengdo apenas da segunda fragdo, ou coleta-se as fragdes juntas,
sendo separadas posteriormente por meio de centrifugagio (Pefia, 1997, Oliveira, 2003; Okano et

al., 2004).

Métodos de avaliacido espermatica in vitro




A decisio para qual finalidade servira o sémen, seja para inseminagdo artificial ou para
criopreservagdo, ira depender, entre outros fatores, de certos pardmetros indicativos da qualidade
do sémen (Pefia Martinez, 2004).

A avaliagdo padrio do sémen fresco ¢, primariamente, baseada em parametros fisicos.
Contudo, ha evidéncias de que tais parametros, isoladamente, nio sdo suficientes para determinar
um padrdo de fertilidade de um ejaculado. Além disso, os indicadores de integridade fisica,
rotineiramente utilizados na avaliagdo do sémen, n3o sfo capazes de mensurar os complexos
eventos fisicos e bioquimicos que envolvem o processo de fertilizagdo (Jeyendran et al., 1984;
Cardoso et al., 2005).

Para isso, tém sido desenvolvidas técnicas, baseadas ou n3o nos métodos até entio
existentes, que tornem as analises espermaticas mais acuradas quanto a determinacgio da
capacidade fertilizante do sémen, direta ou indiretamente. Dentre as analises, sdo realizadas a
avaliagdo da motilidade e morfologia espermaticas, integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, atividade mitocondrial e funcionalidade da membrana espermatica, teste de
termorresisténcia e testes de interagio entre gametas in vitro (CBRA, 1998).

Alguns autores citam que o s€men a ser congelado deve apresentar pelo menos 80% de
espermatozoides moveis com movimento retilineo, vigor igual ou acima de 4 e minimo de 80% de
espermatozoides com morfologia normal. Essas caracteristicas espermaticas do ejaculado sd3o
importantes para viabilizar a obten¢do, apos o descongelamento, de pelo menos uma média de
50% de espermatozdides com motilidade progressiva, vigor > 3 para realizar a inseminagio

artificial.

Pontos criticos no congelamento do s€men canino

Um protocolo adequado de criopreservagdo de células espermaticas deve ser eficiente ao
ponto de manter o potencial fertilizante das células que inclui, ao final de todo o processo, a
manutencdo da viabilidade para atingir o local da fertilizagdo, a capacidade para concluir a
capacitagdo e a reagdo acrossdmica, que possibilitam a fecundagio de um ovocito (Watson, 1995).

Para obter altos indices de wviabilidade e fertilidade no sémen congelado, € preciso
estabelecer bem o protocolo de congelamento a ser seguido, conhecendo seus possiveis pontos
criticos com o intuito de melhorar cada etapa de processamento, sempre embasado na literatura.
Dentre estas, consideram-se as etapas de centrifugacio, resfriamento e congelamento,

descongelamento e os componentes do meio diluidor a ser utilizado.

Método de centrifugacio




A centrifugagdo € o processo proposto na literatura para a padronizagdo do volume e da
concentra¢do espermatica dos ejaculados de cies. Este procedimento permite obter uma fragio
altamente concentrada em espermatozoides, além de eliminar o liquido prostatico, que nfo
contribui na preservagio da viabilidade espermatica durante o processo de congelamento (Amann e
Pickett, 1987; Rota et al., 1995).

Varios autores tém utilizado a centrifugagdo nos protocolos de congelamento (Pefia et al,,
1998, Hermansson e Linde-Forsberg, 2002), apesar de terem sido detectados danos aos
espermatozoides como reducio da motilidade, lesio de membrana plasmatica e alteragdo do status
acrossomal, todos com potencial de reduzir a capacidade fecundante (Rijsselaere et al., 2002).

Para minimizar os efeitos da centrifugagdo, recomenda-se o uso de pré-diluidores,
velocidade e tempo adequados, capazes de garantir boa protec¢do a célula espermatica durante este
processo. Diferentes velocidades e tempos sdo utilizados, variando de 300xg por cinco minutos
(Santos et al., 2001) a 800xg por 15 minutos (Cunha e Lopes, 1999), sendo ideal um curto periodo
de tempo com velocidade moderada, que permita a formagdo de sedimento sem causar lesSes
sérias aos espermatozdides (Rijsselacre et al.,, 2002). Cunha (2002), estudando o efeito da
centrifugagio sobre a qualidade do sémen canino, observou que nio houve altera¢des no
movimento espermatico e na integridade das membranas apds centrifugagdo a 800xg por cinco
minutos. Rijsselacre et al. (2002) recomendam a centrifugacdo a 720xXg por cinco minutos,
removendo, assim, o liquido prostatico sem causar danos aos espermatozdides e com reduzida

perda de células no sobrenadante.

Protocolo de resfriamento e congelamento

Para que o espermatozoéide consiga adquirir resisténcia ao choque térmico, protocolos de
congelamento tém sido desenvolvidos com o intuito de permitir melhor interagdo dos
espermatozoides com os componentes do meio diluidor, variando de acordo com o tipo de meio, o
crioprotetor utilizado e sua concentragdo (England, 1993, Watson, 1995; Bueno et al., 2001b;
Thirumala et al., 2003).

Para o sémen canino diluido, sugere-se um periodo de uma a duas horas para a queda da
temperatura de 37°C a 4°C, seguida de um periodo de equilibrio de uma ou duas horas (Silva e
Verstegen, 1995; Oliveira, 2003). Olar et al. (1989) observaram que a taxa de congelamento
moderada (5°C/min, de 5°C a  —15°C e —20°C/min, de —15°C a —100°C) fo1 superior a rapida (-
75°C/min) e a lenta (-2°C/min de 5°C a —15°C e —10°C/min, de —15°C a —100°C). Bouchard et al.
(1990) wverificaram que taxas de resfriamento menores que -0,3°C/min causam danos ao
espermatozoide canino, enquanto que Hay et al. (1997) sugeriram uma taxa o6tima de congelamento

de —30°C/min.



Essas curvas de congelamento sempre foram realizadas expondo o sémen ao vapor de
nitrogénio, em caixa de isopor, e depois o imergindo no nitrogénio liquido e o estocando em
botijdo de nitrogénio. Porém, a altura das palhetas e o tempo de exposi¢do ao vapor de nitrogénio
variam entre protocolos, sendo que o tempo 6timo de congelamento ainda ndo foi estabelecido
(Rota et al. 1997, Nothling e Shuttleworth, 2005; Hori et al., 2006).

Atualmente, outros métodos de congelamento e armazenamento t€ém sido testados (Eilts,
2005). O uso de maquinas de congelamento tem obtido resultados melhores que aqueles
congelados em caixas de isopor (Oliveira, 2003; Schafer-Somi et al., 2006). Recentemente, fo1
descoberto que espermatozdides caninos podem ser congelados depois de 2-3 dias de estocagem a
4°C, sem diminuigdo significativa da qualidade espermatica, quando comparado com o sémen
congelado imediatamente depois da coleta (Hermasson e Linde-Forsberg, 2002). Alamo et al.
(2005), comparando o congelamento e estocagem do sémen canino em nitrogénio liquido e em
freezer de ultra-baixa temperatura (—152°C) por quatro meses, obtiveram bons resultados com esta

nova técnica.

Temperatura de descongelamento

Frequentemente, esquece-se de que o descongelamento influencia a taxa de sobrevivéncia,
pois as células sofrem novamente modificagdes no seu volume e formagdes de cristais de gelo
maiores, causando a ruptura celular. Isto vai depender da velocidade de congelamento, que esta
relacionada com a taxa de descongelamento. Células congeladas rapidamente podem conter
pequenos cristais de gelo que, se o descongelamento for realizado também rapidamente, geralmente
ndo implica em morte celular. Porém, se o descongelamento for muito lento, pode ocorrer a
reorganizac¢do dos cristais de gelo, aumentando seu tamanho e lesionando as células. Por isso,
estipulou-se que a velocidade de congelamento e descongelamento deve ser a mesma (Holt, 2000a;
Eilts, 2005; Pefia et al., 2006).

Pesquisadores adotam varias temperaturas de descongelamento em seus protocolos de
congelamento do s€émen canino. O descongelamento rapido, 70 a 75°C por seis a oito segundos ou
55°C por 30 segundos, foi citado por Rota et al. (1998) e Hermansson e Linde-Forsberg (2002).
Pefia Martinez (2000) considera que a temperatura de 70°C por oito segundos melhorou os
resultados de fertilidade para o sémen canino. Em seu experimento, a autora sugere que o
descongelamento a 37°C por 15 segundos pode expor as membranas espermaticas a variagdes de
temperatura que induzem a reorganizagdo de lipides ou a movimentagdo de proteinas, quando
comparado com 70°C por oito segundos. Ja o descongelamento lento, de 37°C por 15 a 60
segundos, foi utilizado por Pend e Linde-Forsberg (2000a), Yildiz et al. (2000), Bueno et al.

(2001a) e Oliveira (2003). Temperaturas superiores a 80°C ndo incrementam a motilidade de



espermatozoides caninos apos o descongelamento, quando comparada a temperatura de 70°C

(Nothling et al., 2007).

Componentes do meio diluidor para congelamento

Os meios diluidores utilizados na criopreservagdo de células devem conter nutrientes para o
metabolismo espermatico, servir como tampao para ajuste das altera¢Ses do pH, promover pressdo
osmotica e concentragdo de eletrolitos dentro dos padrdes fisiologicos, além de prevenir o
crescimento bacteriano (Concannon e Battista, 1989).

Varios diluidores tém sido utilizados no congelamento do sémen canino, contendo,
geralmente, glicose ou frutose. Estes funcionam como reserva energética e substituem eletrolitos,
mantendo o equilibrio osmético do diluidor (Pefia et al., 1999; Yildiz et al., 2000; Bueno et al.,
2001a; Stornelli et al., 2002). Rigau et al. (2001) citam que espermatozdides caninos incubados em
meio contendo frutose apresentam um padrio de motilidade mais rapido e linear quando
comparados aqueles incubados em meio com glicose. Porém, estudos tém mostrado que
dissacarideos, como a lactose, apresentam maior eficacia na preservagio da integridade estrutural e
funcional da membrana criopreservada, quando comparados com monossacarideos (Chirinéa et al.,
2003). Oliveira et al. (2003), comparando diluidores a base de Tris-gema e Lactose-gema com 5%
de etileno glicol, verificaram agdo superior do meio contendo lactose na criopreservagido de
espermatozoides caninos.

O meio basico INRA 82, modificado por Palmer (1984) tem sido utilizado em equinos,
obtendo-se resultados satisfatdrios na preservagdo de células espermaticas resfriadas e congeladas
(Vidament et al., 2001; Rota et al.,, 2004). Em c8es, Oliveira et al. (2005) encontraram bons
resultados utilizando o INRA 82 no congelamento do sémen canino em maquina de congelamento
programada.

Um agente crioprotetor deve possuir baixo peso molecular, alta solubilidade em meio
aquoso e baixa toxicidade, sendo essencial para a sobrevivéncia das células espermaticas durante o
processo de congelamento. Efeitos indesejaveis dependem da concentracio utilizada e do periodo
de exposi¢io da célula ao mesmo, podendo causar perda da viabilidade espermatica de mais de
50% ao descongelamento (Oliveira, 2003).

No inicio, os crioprotetores permeantes aumentam a hipertonicidade do meio extracelular,
causando o efluxo de agua e um encolhimento das células espermaticas. Porém, a célula logo volta
ao seu tamanho normal, devido a passagem dos crioprotetores para o interior da célula,
equilibrando osmoticamente o ambiente. Em temperaturas abaixo do ponto de congelamento,
ocorre nova saida de agua com formagdo de cristais de gelo extracelular, causando aumento da
concentrag¢do de solutos no local. A agua intracelular se torna super resfriada e um novo ambiente

osmotico € estabelecido, resultando em nova perda de agua pelo espermatozdide. Dependendo da



velocidade de congelamento, cristais de gelo podem ser formados dentro da célula, causando
lesGes de membrana (Gilmore et al., 1998, Watson, 2000; Eilts, 2005).

Crioprotetores permeantes atuam por meio de suas propriedades coligativas, diminuindo o
ponto crioscdpico intracelular. Dentre eles, o glicerol esta presente na maioria dos protocolos de
congelamento de sémen canino, em concentragles que variam entre 2 a 8% (Pefla et al., 1998; Rota
et al., 1998). Este alcool polihidrico ¢ altamente permeavel, porém apresenta efeito deletério sobre
a fertilidade do sémen, o que estimula o estudo de crioprotetores alternativos (Watson, 1995;
Medeiros et al., 2002; Rota et al., 2006).

O etileno glicol ¢ um dialcool organico, liquido a temperatura ambiente, ndo volatil e
incolor. E completamente miscivel em 4gua e ¢ classificado como crioprotetor permeante, com
peso molecular inferior ao do glicerol. Ele tem se mostrado uma dtima alternativa no tratamento de
embrides de mamiferos ¢ em espermatozoides caninos. Devido ao seu alto coeficiente de
solubilidade, os danos causados pela desidratagdo e rehidratagio durante o processo de
congelamento e descongelamento sdo amenizados (Vannucchi et al., 1999; Baudot e Odagescu,
2004).

Os componentes do grupo amida, tais como formamida, acetamida e lactamida, também tém
sido testados em diferentes espécies, obtendo-se bons resultados. Hanada e Nagase (1980),
estudando o efeito das amidas no congelamento do sémen de coelhos, verificaram motilidade pos-
descongelamento maior em amostras que continham acetamida ou lactamida. Snoeck (2003)
obteve bons resultados ao congelar s€émen equino utilizando acetamida associada a trealose e
metilcelulose, similares aos encontrados para glicerol ou etileno glicol. Medeiros et al. (2002), ao
testar o efeito das amidas na criopreservagdo do s€émen equino, verificaram que a adigdo do grupo
metil as moléculas de acetamida e formamida melhorou o efeito crioprotetor das mesmas. Squires
et al. (2004) verificaram que a metil formamida e a dimetil formamida protegeram melhor
espermatozoides equinos congelados, quando comparados com acetamida ou formamida. Oliveira
et al. (2003) verificaram que dimetil formamida a 5% protegeu satisfatoriamente as células
espermaticas caninas submetidas ao congelamento. No entanto, o uso deste crioprotetor para a
célula espermatica canina ainda € muito restrito, necessitando-se de maiores estudos para
estabelecer o real potencial crioprotetor desta base molecular.

A gema do ovo de galinha tem sido utilizada no congelamento de s€émen dos mamiferos por
ser capaz de proteger as células espermaticas do choque térmico. Para o congelamento do s€émen
canino, varios autores relataram que a concentra¢io de 20% de gema no meio apresentou melhores
resultados pos-descongelamento, quando comparado a 10% (Rota et al., 1997, Silva et al., 2000).
Ecot et al. (2000) relataram que a concentracio ideal da gema de ovo dependeria do crioprotetor

permeante utilizado e das concentragdes do mesmo.

Inseminacio artificial x Sémen Congelado




Na cadela, a inseminag8o artificial pode ser intravaginal ou intra-uterina, com deposi¢do de
sémen fresco, resfriado ou congelado. A inseminagio intravaginal ¢ a mais comumente realizada,
por ser de facil execugdo quando comparada com a inseminagio intra-uterina. Porém, para o sémen
congelado, estudos vém demonstrando que, devido sua baixa viabilidade poés-descongelamento,
sua deposi¢do deve ser, obrigatoriamente, por via intra-uterina. Esta permite o alcance de altas
taxas de prenhez (Johnston et al., 2001). A inseminag#o intra-uterina pode ser feita por laparotomia
ou laparoscopia, existindo ainda a via intratubarica por laparotomia (Silva e Verstegen, 1995;
Malm et al, 2000; Linde-Forsberg, 2001; Silva et al., 2003). No entanto, cada uma dessas vias
apresenta vantagens e desvantagens.

Embora a fertilidade da espécie canina seja geralmente alta, com taxa de prenhez de mais de
90% na monta natural, a utilizagdo de s€émen congelado pode mostrar resultados variaveis. Estes
resultados sdo consequéncia da influéncia de alguns fatores, como local de deposi¢do do sémen,
momento da inseminac¢do, qualidade do sémen, dose inseminante e frequéncia de inseminagio
(Silva e Verstegen, 1995). Taxas de prenhez de 84%, resultado de 327 inseminagles com sémen
descongelado (Linde-Forsberg et al., 1999) e 71% em outras 312 inseminag¢des (Thomassen et al,
2001), também com sémen congelado, foram obtidas quando houve deposi¢do seminal por via
intra-uterina usando catéter Escandinavo. Em 10 anos de estudos considerando 286 inseminagdes
com sémen congelado de qualidade variavel, processados em diferentes locais no mundo todo, e
com grande variagdo na fertilidade, estes mostraram que a taxa de prenhez por inseminagdo

artificial intravaginal foi de 35% quando comparada a 52% por via intra-uterina (Linde-Forsberg,

2001).
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