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INTRODUCAO

O primeiro éxito na congelacdo de sémen canino foi descrito por ROWSON
(1954), enquanto SEAGER (1969) relatou a primeira prenhez resultante de
inseminacdo artificial (1A) com a utilizacdo de sémen canino congelado. Desde essa
época, diversos sdo os estudos nos quais investiga-se métodos de preservacdo de
espermatozoides caninos pela congelagdo. No entanto, os resultados obtidos apés 1A
com sémen canino congelado ainda séo bastante heterogéneos (LINDE-FORSBERG e
FORSBERG, 1989; ENGLAND, 1993).

As razbes para a utilizacdo do sémen congelado em cées sdo inumeras e
incluem a possibilidade de transporte do sémen para longas distancias e o seu
armazenamento por tempo indeterminado. Adicionalmente, a congelagdo permite a
diminuicdo de gastos, que ocorrerem com a necessidade de exportagdo de um animal.
Evita-se ainda, o envio da fémea para o local onde esta o macho, o que é um
procedimento desgastante e pode refletir negativamente na eficiéncia reprodutiva
da fémea, além dos riscos sanitarios (LINDE-FORSBERG e FORSBERG, 1989).

O uso limitado do sémen congelado na espécie canina deve-se principalmente
aos baixos indices de fertilidade apresentados (ENGLAND, 1993). A maioria dos
pesquisadores tem congelado o sémen de cées, utilizando metodologia descrita para
outras espécies. Esses estudos tém demonstrado que o sémen descongelado de cées
é de baixa qualidade, com taxas de concepcgéo inferiores a de outras espécies. De
acordo com CONCANNON e BATTISTA (1989) e SILVA e VERSTEGEN (1995) a
baixa fertilidade do sémen congelado canino se deve principalmente a sua baixa
viabilidade po6s-descongelacdo para fertilizacdo do o6vulo, identificacdo do momento
ideal da ovulacdo nas fémeas e ao local de deposicdo do sémen no trato genital

feminino.



OBJETIVO

Na ultima década houve maior interesse na inseminacdo artificial e na
criopreservacdo do sémen na espécie canina. Assim, tornou-se fundamental ampliar os
conhecimentos sobre as caracteristicas do sémen canino, manipulacdo adequada do
sémen apds a coleta, uso de diluidores eficientes e processamentos que envolvem a
criopreservacao.

Portanto, o objetivo desta revisdo € discutir sobre alguns aspectos da
congelacdo do sémen canino, com énfase nos principios gerais da criopreservagao e

componentes dos meios diluidores.

REVISAO DE LITERATURA

1) PRINCIPIOS GERAIS DA CRIOPRESERVACAO:

Desde que a agua no estado liquido € considerada essencial para estrutura e
funcdo de células vivas, ndo surpreende que a sua solidificacdo, durante o processo de
congelacdo é geralmente letal para célula. Paradoxalmente a congelagcdo também pode
preservar células por longos periodos de tempo em um estado viavel, e talvez algum dia
0 armazenamento por longos periodos de tempo de tecidos e 6rgdos. A congelagéo pode
ser usada para preservar constituintes da ultra-estrutura celular, mas é também usada
para o rompimento das células e organelas para o isolamento de constituintes. A
congelacéo pode cessar algumas reacfes bioguimicas e acelerar outras (MAZUR, 1984).

O processo de criopreservacdo representa uma interrupcdo artificial do
progresso de maturacdo do espermatozoéide pés-ejaculacdo e na fertilizacdo. O maior

problema com relacdo a criopreservacdo de sémen é que mesmo utilizando as melhores



técnicas, o padrdo de sobrevivéncia pos-descongelacdo é restrito em cerca de 50% da
populacdo espermatica (WATSON, 1995).

De acordo com Mazur (1984), as mudancas celulares que ocorrem durante a
congelacdo ndo estdo associadas a sua habilidade de se armazenarem em temperaturas
muito baixas, mas sim a sua letalidade numa zona de temperatura intermediaria (-15°C
a -60°C), que a célula atravessa duas vezes, uma durante a congelacdo e uma outra
durante a descongelagdo. Nenhuma reagcdo térmica ocorre num sistema aquoso a
temperatura de nitrogénio liquido (196°C) uma explicacdo para isso € que ndo existe
agua liquida ao redor da temperatura de -130°C. O Unico estado fisico que existe sdo
0s cristais e nesse estado a viscosidade é alta e a difuséo insignificante; portanto a -
196°C ndo ha energia térmica para reacao quimica (MCGEE et al., 1962).

As Unicas reacdes que podem ocorrer num sistema aquoso congelado a -196°C
sdo eventos fotofisicos como a formacdo de radicais livres e a producdo de
macromoléculas que se quebram como resultado direto do impacto pelas radiac6es
ionizantes. Entretanto, a dose de radiacdo ionizante requerida para causar injarias nas
células, levariam de 2000 a 4000 anos para causar este efeito (WATSON, 2000).

Hammerstedt et al. (1990) descreveu 5 diferentes etapas no processo de
criopreservacdo do espermatozoide: 1) diluicdo e refrigeracdo; 2) penetracdo do
crioprotetor e envasamento; 3) congelacdo; 4) armazenamento; 5) descongelacéo.
Métodos especificos devem ser desenvolvidos para cada uma das espécies, pois cada
uma dessas etapas tem um impacto Unico sobre a sobrevivéncia da célula no processo
de criopreservacao.

A) DILUICAO DO SEMEN:

Independentemente da espécie, o uso dos meios diluidores tanto para resfriar
como para congelar o sémen sdo de extrema importancia. O meio diluidor deve

apresentar: 1) nutrientes que sdo usados como fontes de energia; 2) tampdes que



impecam as mudancas nocivas de pH; 3) pressdo osmdtica fisioldgica e concentracédo de
eletrolitos; 4) prevencdo no crescimento de bactérias; 5) substancia protetora contra
choque térmico durante o resfriamento; 6) crioprotetores para reduzir os danos da
congelacdo (CONCANNON e BATTISTA, 1989). A maioria dos protocolos de meios
diluidores resultam de modificacdes feitas com sucesso apartir do diluidor de sémen
bésico de bovinos. Esse protocolo contem gema de ovo, tampéo, aclcar metabolizado e
glicerol. Cada ingrediente incorporado ao meio diluidor tem sua fungcédo essencial e/ou
protetora (BATEMAN, 2001).

GEMA DE OVO

A gema de ovo, especialmente os fosfolipidios que sdo fracbes lipoprotéicas de
baixa densidade tem sido mostrado como protetor da membrana ao choque térmico. O
mecanismo de protecdo da gema de ovo esta relacionado a sua agdo na superficie da
membrana plasmatica induzindo possivelmente a alteragcbes nao permanente na
composicdo dessa membrana; também previne o rompimento da membrana (WATSON,
1990; PARKS e GRAHAM, 1992; ENGLAND, 1993).

TAMPAO

A atividade metabdlica do espermatozoide resulta num armazenamento de ions
de hidrogénio, portanto um “buffer” no extensor € necessario para remocdo desses
jons. Sem esse tampdo o aumento dos ions hidrogénios produzidos pelo metabolismo
espermatico causam uma queda do pH do meio, com subseqiiente diminuicdo na

longevidade e fertilidade espermética (SMITH, 1984).

B) RESFRIAMENTO:
As primeiras mudancas na temperatura durante o processo de criopreservacgao,
isto é, durante a refrigeracdo, sdo conhecidas por alterar as propriedades fisicas de

todas as membranas celulares (HAMMERSTEDT et al., 1990). Embora, ainda néo



totalmente esclarecido, h4 um rearranjo na relagdo lipidio-proteina resultando na
perda da permeabilidade seletiva que € uma caracteristica das membranas bioldgicas
(HAMMERSTEDT et al., 1990; LEEUW et al., 1990; WATSON, 1995).

As proteinas integrais de membrana sdo posicionadas entre os lipidios, e uma
modificacdo nos lipidios pode alterar a posicdo e a funcdo dessas proteinas, como um
canal protéico para ions (WATSON, 2000). Por exemplo, o fluxo de calcio através da
membrana submetida a refrigeracdo tem sérias consequéncias para a fungdo celular. A
regulacdo de célcio € essencial no controle da capacitacdo (DRAGILEVA et al., 1999;
PARRISH et al, 1999). Relatos de -caracteristicas semelhantes a capacitacao
(hiperativacdo) sdo observados nos espermatozoides congelados e descongelados de
varias espécies (ROTA, 1998; BAILEY et al., 2000) e podem resultar da regulagcédo de
calcio nas células submetidas ao abaixamento de temperatura. A prevengdo dessa
alteracdo entre os lipidios e proteinas por taxas de refrigeracdo mais lenta ou diluicdo
das células espermaticas de meios extensores podem ser infrutiferas. Ha4 ainda a
possibilidade de elementos do citoesqueleto das células serem sensiveis a fuséo
desorganizada das membranas celulares, seguindo a criopreservacdo (WATSON,

2000).

C) ADICAO DO CRIOPROTETOR:

A adicao do glicerol aos meios extensores reduz substancialmente as injdrias da
criopreservacgédo; entretanto, essa adi¢cdo e sua remocdo também causam alteracbes nas
células espermaticas (FAHY, 1986; PARKS e GRAHAM, 1992; GAO et al., 1993;
WATSON, 1995; ROTA, 1998). O glicerol & osmoticamente ativo, e sua adicdo
temporéria causa mudancas no volume e perda de agua na célula. O glicerol altera as
propriedades coligativas da agua, abaixando o ponto de congelacdo e providenciando um

tempo maior para saida de agua da célula antes da congelacédo e formacédo de cristais



de gelo, que podem modificar as organelas intracelulares (HAMMERSTEDT et al,,
1990; WATSON, 1995). Os crioprotetores, incluindo o glicerol, causam inicialmente
desidratacdo da célula por induzir a saida de &agua. Pensava-se, inicialmente, que o
glicerol penetrava lentamente através das membranas permeaveis, por isso, um tempo
de equilibrio relativamente longo era necessario para que esse composto exercesse
seus efeitos antes da amostra ser congelada. Entretanto, se postula a idéia que o
glicerol penetra na célula rapidamente e o tempo de equilibrio ndo € mais necessario

(WATSON, 1995).

D) CONGELACAO:

Desde que o crioprotetor € adicionado e equilibrado o sémen diluido é envasado
(pellets, palhetas) e a congelagdo se inicia. As taxas de congelagdo variam na
dependéncia da espécie e do método de envase. A congelacdo se inicia e a temperatura
diminui para -5 a -15°C, que é correspondente ao super resfriamento, definido quando
tem inicio a formacédo de cristais de gelo na solucdo ao redor das células, enquanto os
componentes celulares permanecem descongelados. Provavelmente, o0s poros da
membrana plasmatica sdo pequenos para difusdo dos cristais de gelo, por esse motivo,
0 crescimento de cristais de gelo dentro dessa fase séo bloqueados (HAMMERSTEDT
et al., 1990). A agua super resfriada dentro da célula, devido a uma diferenca no
potencial quimico, com &gua extracelular, favorece a saida de agua de dentro da célula
gue se congela externamente (MAZUR, 1984). Como as temperaturas continuam a
diminuir e a agua extracelular ja se encontra congelada, a célula é entdo exposta a
condicdo hipertbnica e a alta concentracdo de sal extracelular, causando ainda mais o
efluxo (saida) de &gua. Movimentos de é&gua para fora da célula diminuem a

possibilidade de formacdo de cristais de gelo dentro da célula. Portanto, a taxa de



congelagdo torna-se importante no controle da formacdo de cristais de gelo
intracelular.

E) DESCONGELACAO:

Durante a descongelacdo os processos anteriormente mencionados ocorrem de
forma inversa, o ingresso de agua para o interior da célula.

Na descongelagdo os cristais de gelo intracelulares (na maioria das vezes
pequenos) apresentam uma tendéncia a se agregarem para formacdo de cristais de gelo
maiores (recristalizacdo). As células devem entdo ser descongeladas de uma maneira
rapida capaz de prevenir a recristalizacdo e as conseqlentes alteracdes de membrana,
mas ndo tdo rapido que o influxo de &gua cause alteracdo nas acomodacbes das
membranas celulares. A remocdo dos crioprotetores imediatamente apoés a
descongelacédo € devido a toxicidade do crioprotetor sobre as células espermaticas, na
temperatura de descongelacdo. A remocao do crioprotetor também retorna a solucdo a

condicdes isotbnicas requeridas para fungdo espermatica (FAHY, 1986).

2) COMPONENTES DOS MEIOS DILUIDORES DE SEMEN CANINO:

A) CARACTERISTICAS GERAIS:

Para congelacdo do sémen canino, o sémen é coletado por ejaculagdo manual e
avaliado para suas caracteristicas macro e microscopicas. A porcentagem de
espermatozéides com movimento progressivo declina significantemente com a
congelacdo e descongelacdo, e, portanto, somente amostras de qualidade excelente
para boa, com um nimero total de espermatozdéides adequado para cada céo, baseado
no peso corporal e circunferéncia escrotal, e motilidade espermatica progressiva maior

que 70%, deveriam ser considerado para criopreservagdo. O sémen pode ser coletado



muitas vezes com intervalos regulares, para permitir a congelacdo e o armazenamento
de um ndmero razoavel de doses inseminantes (JOHNSTON et al., 2001).

Aplés a coleta o sémen canino deve ser centrifugado e a fracdo rica em
espermatozoides diluida. As células esperméticas diluidas devem entédo ser refrigerada
antes de congelada (tempo de equilibrio) para reduzir as alteracdes devido ao choque
térmico (WATSON, 1979; CONCANNON e BATTISTA, 1989). O espermatozoide de
cées feérteis responde de forma diferente aos métodos de congelagéo.

Muitos métodos para congelacdo de sémen canino tém sido descritos na
literatura, incluindo, a congelacdo em gotas diretamente no nitrogénio liquido, e
utilizando o metanol como meio de congelacédo (YU et al., 1997; KIN et al., 1994, 1995).

Os diluentes bésicos utilizados para congelacdo do sémen, incluem os seguintes
componentes: 1) agua bidestilada ou ultrapura, usada como solvente; 2) substancias
ibnicas e nado-idnicas para manutencdo da osmolaridade e pH do meio; 3) materiais
organicos para prevenir ou atenuar o choque térmico (gema de ovo ou leite); 4) agentes
crioprotetores, como glicerol ou DMSO; 5) agucares simples, como fonte de energia e
di ou trissacarideos, como crioprotetores adicionais; 6) aditivos como enzimas,
detergentes e aminoacidos que podem melhorar a fertilidade; 7) antibioticos para

controlar o crescimento microbiano (SALISBURY et al., 1978).

B) MEIOS EXTENSORES:

O uso de uma ampla variedade de meios diluidores para congelacdo de sémen
canino tem sido citado. A composicdo correta do meio diluidor € vital para
criopreservagcdo do sémen e deve ser determinada para cada espécie. Foote (1964) e
Foote e Leonard (1964), foram o0s primeiros pesquisadores a investigar
sistematicamente a combinacdo e a quantidade de varios componentes dos diluidores

para a preservacdo do sémen de cdo. Apos examinar efeitos dos diferentes tampbes
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(citrato x fosfato x glicina) a porcentagem de gema de ovo, e o pH do sémen do céo,
armazenado a 5°C, concluiram que a melhor combinacdo para preservar a motilidade foi
20% de gema de ovo (v/Vv), 1,16% de citrato de sddio, 0,75% de glicina, 1% de glicose e
pH=6,6. Subsequientemente, o uso do Tris (Tris-hidroxymethyl-aminometano)
repetidamente mostrou os melhores resultados de motilidade (BATTISTA et al., 1989;
OLAR et al.,, 1989; THOMAS et al., 1993). Os beneficios do tampdo usado em um
extensor a base de gema de ovo, podem estar na dependéncia do método de
envasamento. O Tris resultou em aumento da motilidade e longevidade quando as
amostras foram congeladas em palhetas (BATTISTA et al., 1989; OLAR et al., 1989).

O creme de leite tem sido nvestigado no cdo com uma motilidade e viabilidade
espermatica pos-descongelacdo comparavel ao Tris (ROTA et al., 2000).

Lopes e Papa (1998) compararam efeitos da centrifugacdo nos diluidores glicina
e Tris sobre a motilidade e vigor do sémen canino. Estes autores verificaram que houve
uma interacdo positiva entre a centrifugacdo e a congelacdo, e concluiram que o grupo
centrifugado e congelado em meio glicina apresentou melhores resultados.

Santos et al. (1999) avaliaram o efeito de cinco diferentes diluidores na
congelagdo do sémen canino, sendo eles, Tris-frutose-ac. citrico, glicina, lactose, leite
desnatado e Tris-frutose-citrato, com a adi¢éo de glicerol em todos os casos realizada
a 5°C. Estes autores concluiram que os diluidores Tris-frutose-ac. citrico e glicina
proporcionaram melhora na motilidade e no vigor espermatico.

Mann (1964), observou que diluentes hipertdnicos eram menos prejudiciais aos
espermatozoéides que o0s hipotdnicos; por isso a maioria dos diluentes recomendados
para congelagdo do sémen canino sdo hiperténicos em relacdo ao plasma seminal. O
ponto crioscopico do sémen canino € de aproximadamente -0,55°C, equivalente a uma

concentracdo de 300mOsm. Os diluentes hipertonicos atuam reduzindo a agua
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intracelular antes da congelagdo, diminuindo a formagdo de gelo intracelular
(WATSON, 1979).

C) GEMA DE OVO:

Uma grande variedade na concentracdo de gema de ovo é descrita na
preservacdo do sémen canino. Foote e Leonard (1964), reportaram o uso de diluidores
com 20% de gema de ovo, como o melhor resultado, e essa porcentagem parece ser o
padrdo usado por outros autores (FONTBONNE e BADINAND, 1993; RODRIGUES-
MARTINES et al., 1993; NOTHLING et al.,1995; SILVA et al., 1996).

Infelizmente, a concentracdo final de gema de ovo em extensores de sémen é
muitas vezes desconhecido, devido a variabilidade e as vezes ao ndo relato da taxa de
diluicéo.

A fracéo lipoprotéica de baixa densidade contida na gema de ovo é formada por
esferas de lipoproteinas que contem lipidios neutros de tamanho varidvel, rodeado de
uma capa de lipoproteina composta principalmente de glicoproteinas e fosfolipidios,
cujos grupos hidrofobos se orientam para o interior e os grupos hidrofilos para a
superficie (EVANS et al, 1973). As lipoproteinas de baixa densidade se unem
firmemente a membrana espermatica, e esta ligacdo ndo se rompe apds varias lavagens
(WATSON, 1979)

Davies (1982) obteve melhores taxas de sobrevivéncia po6s-descongelacdo
incluindo 20% de gema de ovo, frente a 5% (v/v). No entanto, ndo encontrou
diferencas significativas na motilidade pds-descongelacdo quando comparou taxas de
10 e de 20% (v/v), se bem que, nos resultados absolutos a motilidade pos-

descongelagéo foi superior quando utilizava 20%.
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D) FONTE DE ENERGIA:

A maioria dos extensores utilizados na criopreservacdo do sémen canino contem
glicose ou frutose (SILVA et al.,1996; HAY et al.,, 1997; ROTA, 1998). Investigacoes
iniciais do metabolismo energético do sémen fresco de cdes incubados em glicose
10mM ou frutose indicou que a frutose € mais eficiente que a dicose na obtencédo de
niveis energéticos. Além disso, existem indicacdes que a frutose possivelmente tenha
uma relacdo como um fator ativador do espermatozoide apos a ejaculagdo (RIGAU et

al., 2000).

E) ANTIBIOTICOS:

Os ejaculados sé@o estéreis, mas sua contaminacdo apartir do prepucio, ureta e
pénis € inevitavel durante o processo de coleta. Essa contaminagcdo pode ser menor com
0 uso de técnicas assépticas e medidas de higiene antes e durante a coleta. A
contaminagdo bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade, pela propria
presenca de bactérias, pela producdo de toxinas, por degradacdo dos componentes do
meio, ou ainda, pela utilizacdo de substratos metabdlicos. Essa situacdo determina a
necessidade de incorporar aos diluentes substéncias de efeito antimicrobiano
(WATSON, 1990).

A associacdo classica de Penicilina e Estreptomicina resulta numa preparacdo
antibiotica eficaz e possivelmente a mais utilizada na elaborac@o de diluentes seminais

(WATSON, 1979).

F) PH:
O pH da 2&fracdo do ejaculado canino € de aproximadamente 6,2 (ROTA et al.,
1995) e a 32fracdao, ou fluido prostatico, € ligeiramente mais béasico 6,8. O pH étimo de

um meio diluidor pode ser diferente em cada uma das etapas do processamento do
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sémen. Salisbury et al. (1978), observaram que as alteracdes pré-congelacdo eram
menores quando o pH do diluente era de 6,5 mas a perda menor da motilidade
espermatica durante a congelacdo foi observada com pH=7,5.

O pH das solucdes salinas tamponadas depende da temperatura que por sua vez
sofre varias oscilagbes durante o processo de congelacdo. Durante o abaixamento de
temperatura, os diferentes componentes do tamp&o alcancam seus respectivos pontos
de corte e a solucdo vai se cristalizando (VAN DEN BERG e ROSE, 1959). Alguns
pesquisadores tém titulado seus extensores a um pH de 6,8 (FOOTE, 1964), 6,7
(ROTA et al., 1995), 7,0 (SMITH e GRAHAM, 1984), 7,1 (THOMAS et al., 1993) e 7,4
(HAY et al, 1997).

G) ADICAO DE GLICEROL E EQUILIBRIO:

Desde que Polge et al. (1949), demonstraram a eficicia do glicerol, como
crioprotetor universal, esta substancia tem sido utilizada amplamente.

Durante o processamento do sémen ocorrem movimentos bruscos de agua e do
crioprotetor nas células espermaticas, sendo possivel que ocorram inclusive
movimentos similares em cada subcompartimento celular (HAMMERSTEDT et al,
1990).

O movimento de &gua atravées das membranas é influenciado por:

- Existéncia de defeitos na membrana (VERKMAN e MASUR, 1988).

- A composicdo lipidica e as preferéncias de fase dos distintos lipidios

(CARRUTHERS e MELCHIOR, 1988).

A adicdo de um diluidor contendo glicerol (concentracdo de 4%) comparado ao
uso de diluidores sem glicerol mostrou uma diminuicdo no ndmero de espermatozéides
com capacidade de penetrar oocitos homologos apds a refrigeracdo, pré-congelacgao.

Em um estudo conduzido por Fontbonne e Badinand (1993), onde examinaram a
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temperatura na qual o glicerol foi adicionado (5°C x temperatura ambiente), o método
de adicdo (uma ou vérias etapas) e a concentracdo de glicerol, ndo verificaram
diferenca na motilidade pds-descongelacdo entre diferentes métodos de adicdo em
gualquer temperatura, ou entre concentracdes de glicerol compreendidas entre 3,2 ou
6,4%.

Pefia et al. (1998), também verificaram que a temperatura de glicerolizacdo néo
afetou a qualidade espermatica pds-descongelacdo; entretanto, observaram que tanto
a motilidade pés-descongelacdo como a integridade do acrossoma, foram superiores
ap6s o uso de um meio diluidor contendo 8% de glicerol quando comparado com 2,4 e
6%.

Varios periodos de refrigeracdo e equilibrio (de 45min. a 5 hs) tem sido
descritos para os canideos (FONTBONNE e BADINAND, 1993; SILVA et al., 1996).

De acordo com Watson (1979) e Jasko (1994), antes da congelacdo, o0s
espermatozoides devem permanecer um determinado periodo de tempo a uma
temperatura de equilibrio, para que ocorra diminuicdo do metabolismo espermético e
para que iniciem as interacbes com os componentes do meio diluidor antes do estresse
do congelamento, diminuindo, dessa forma os riscos de um choque térmico. O periodo
de equilibrio ideal pode variar para cada espécie animal e para cada diluidor utilizado
(CHACUR, 1996).

Olar et al. (1989), demonstraram que a melhor motilidade p6s-descongelacédo foi
conseguida quando o sémen do cdo foi refrigerado (de 37° a 5°C) por 1 hora e
equilibrado a 5°C por 2 horas usando um extensor Tris-gema de ovo contendo 3 ou 4%
de glicerol.

A concentracdo ¢tima de glicerol adicionada ao meio diluidor € um compromisso
entre os efeitos de protecdo e efeitos adversos. Nesse aspecto os canideos parecem

ser semelhantes a outras espécies de mamiferos, onde uma variacdo entre 2 e 8% de
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glicerol é o padrédo, com adicdo no inicio ou fim da refrigeracdo (OLAR et al., 1989;

HAY et al., 1997).

H) CONGELACAO:

A taxa de congelacdo usada na criopreservacdo do sémen canino varia
amplamente, e sdo dependentes do méetodo de envasamento. Com raras excecdes, 0S
espermatozoides caninos sdo congelados em palhetas de 0,5ml (OLAR et al., 1989;
ROTA, 1998) ou pellets (IVANOVA-KICHEVA et al., 1995). A comparagédo direta entre
pellets e palhetas no método de congelacdo, ndo mostrou diferenca na qualidade do
sémen canino pos-descongelacdo (ENGLAND, 1993). Poucos estudos sistematicos sobre
os efeitos da taxa de congelacdo na qualidade do sémen canino tém sido realizados.
Foote (1964) comparou as taxas de 0,8°C/min. e 3°C/min. entre 5 e -15°C, ambos
seguidos de 5°C/min. entre -15°C e -40°C, e depois 10°C/min. de -40°C a -79°C, e
demonstrou que as curvas de congelagdo mais lentas apresentavam uma sobrevivéncia
espermatica pos-descongelacdo melhor. Hay et al. (1997) encontraram uma melhor
motilidade apds congelacdo (de O a -70°C) com taxas médias de 12 e 28°C/min.,
comparados as curvas mais lentas de 0,5°C/min., e taxas mais rapidas de 99°C/min. e

214°C/min.

1) DESCONGELACAO:

O beneficio de taxas de descongelacdo rapidas ou lentas na qualidade
espermatica do cdo nédo € claro; a comparacdo de dois protocolos de descongelacdo para
sémen canino em pellets incluiram: 55°C/5seg x 37°C/8seg., em solucdo de NaCl a
0,9%, resultou numa motilidade po6s-descongelacdo de 29,3% X 26,1% e uma
longevidade de 184,4 x 148,9 minutos para 55°C e 37°C respectivamente (IVANOVA-

KICHEVA et al., 1995).
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De acordo com Cunha (2002) a descongelacdo a 72°C/8seg. foi favoravel ao
sémen canino congelado, segundo os protocolos de congelagéo em glicina-gema e Tris.

Vérios autores vém sugerindo que a descongelacdo de sémen canino as altas
temperaturas com curtos periodos de exposicdo proporciona melhores resultados de
viabilidade e fertilidade; este fato deve-se provavelmente a diminuicdo dos riscos de
recristalizacdo dos microcristais intracelulares que podem ocorrer durante uma

descongelacdo lenta (OLAR, 1984; IVANOVA-KICHEVA et al., 1995; PENA, 2000).
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CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de reproducdo artificiais veém se desenvolvendo de forma mais lenta
nos caes, a despeito da utilizacdo da espécie como modelo experimental, do que nos
animais de producdo. Isto se deve, além de outras consideractes, a particularidades da
biologia reprodutiva da espécie canina, que dificulta e inviabiliza a transposicdo de
conceitos e técnicas utilizadas nas outras espécies domésticas.

A congelagdo de sémen e a sua utilizagdo subseqliiente esbarram em detalhes
inerentes a espécie, por exemplo:

A baixa viabilidade espermatica pds-descongelacao
Identificacdo do momento ideal da ovulacdo nas fémeas;
Técnicas de 1.A. intra-uterina.

Esses fatores sdo provavelmente as causas que explicam a pequena difuséo
dessa biotécnica na espécie canina.

Até poucos anos atras, poucos estudos eram realizados com o sémen de cao;
toda a tecnologia utilizada era proveniente de estudos feitos em bovinos. Hoje, ao
contrario, existem muitos trabalhos sendo realizados, levando em conta as
necessidades da ceélula espermatica canina, estimulando a confeccdo de meios
diluidores especificos e protocolos de congelacéo diferenciados.

Da mesma forma pesquisas realizadas nas fémeas permitirdo num curto espaco
de tempo que barreiras importantes sejam ultrapassadas e que os resultados da 1.A.

com sémen congelado na espécie seja uma realidade.
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