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RESUMO: Foram utilizados para esta revisio trabalhos que estudassem o congelamento do sémen canino. Os resultados na
maioria das pesquisas constataram que o sémen canino congelado € de baixa qualidade. Publicacoes relatam obtengio de
melhores resultados utilizando o tris-frutose-dcido citrico como diluidor, glicerol como crioprotetor, método de congelamento
lento e descongelamento em dgua a 37°C.
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SEMEN FREEZING AND ARTIFICIAL INSEMINATION IN DOGS
REVIEW

CARVALHO, S.F.M.; PEREIRA, M.T.C.; LIMA, T.B.F. Semen freezing and artificial insemination in dogs. Review. Arq,
cién. vet. zool. UNIPAR. 7(1): p. 49-32, 2004.

ABSTRACT: To muke that review were used studies of freezing canine semen and some techiniques. The major of studies
discovered that the dog frozen semen has low quality. The best result was obtain when used the tris frutose citric acid diluent,
whit glicerol as crioprotector, slow freezing metod and backed in water with 37°.
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CONGELAMIENTO DEL SEMEN E INSEMINACION ARTIFICIAL EN PERROS
REVISION

CARVALHO, S EM.; PEREIRA, M.T.C.; LIMA, T.B.F. Congelamiento del semen e inseminacién artificial en perros.
Revision. Arg. cién. vet. zool. UNIPAR, 7(1): p. 49-52, 2004.

RESUMEN: Fue usado para se hacer la revision, trabajos que estudiasen la congelamiento del semen de perros vy sus técni-
cas. Los resultados en la mayor parte de las investigaciones muestraron que el semen canino es de baja calidad. El mejor
resultados se obtuvo con utilizacion del triz frutose dcido citrico como diluidor, v el glicerol como crioprotector y método de
congelamiento despacio y descongelamiento en agua a 37°.
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Introducio

O cio. além de ser um animal de companbhia, € utilizado
para caca, guarda, salvamento, tra¢io e condu¢io de
deficientes visuais.

A reproducio desta espécie € pouco estudada se
comparada a de animais de producio. No entanto, este é um
campo fundamental para observagio de virios problemas de
ordem congénita e hereditdria. O uso da inseminacio artificial
pode reduzir fronteiras, estocar material genético para
necessidades futuras, utilizar material de cdes que estdo
incapacitados para reproducio e gerar maior nimero de crias
de um exemplar geneticamente superior, dentre outros
beneficios.

Existem virias técnicas para o congelamento do sémen
canino, Porém, todas sao derivadas daquelas utilizadas em
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outras espécies, como bovinos, e nio sdo padronizadas. Antes
do congelamento propriamente dito, siio virias as etapas
realizadas, as quais sido enfocadas nesta revisio de literatura,
por isto objetivou-se revisar a literatura sobre a tecnologia de
colheita, andlise, diluicdo e congelamento do sémen canino.

Colheita e andlise do sémen

Para colheita, pode-se utilizar a vagina artificial ou
coleta manual. BARTLETT (1962), descreve que a técnica
mais recomendada ¢ a mussagem manual do bulbo peniano,
que se faz facilmente quando o pénis estd semi ereto. O volume
do sémem de cies varia de acordo com a raga, sendo em
média, de | a 30 ml. Um bem ejaculado possui coloragio
branca opalescente, pH entre 6,3 e 6,7, motilidade progressiva
retilinea acima de 70%, e concentragio espermatica em tormo
de 3.000.000 por ml de sémen.
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Apés a colheita € necessdria a analise detalhada do
ejaculado. Sdo analisados o volume, cor, pH, motilidade
progressiva retilinea e concentragio total. O pH deve variar
entre 6,3 a 6,7, e a motilidade deve estar acima de 70%. Porém,
CONCANNON & BATTISTA (1989) descrevem que
amostras com motilidade entre 50 e 653% ndo devem ser
descartadas, quando o niimero total de espermatozdides esteja
entre 100 e 400 milhdes em uma dose inseminante.

Deve-se mergulhar o recipiente com o sémen em
banho-maria a 37°C, uma vez que esta ¢ a temperatura normal
do sémen. Segundo CHRISTIANSEN & SCHMIDT (1988),
o chogue térmico € uma das maiores causas de insucesso na
inseminagdo artificial, tanto com sémen fresco ou congelado.

MOURA er al. (2002) estudaram o sémen de 40 caes
diferentes, com colheita realizada por estimulagdo manual.
Observaram que mesmo mantido & 38° C a motilidade e o
vigor dos espermatozoides decrescia gradualmente e uma
reducio acentuada destes parimetros foi observada apds 45
minutos.

Posteriormente, sdo feitas mensuracdes da
concentragdo motilidade, vigor, e patologias espermdticas
diversas. A concentragdo espermitica ¢ deferminada com o
auxilio de cAmara hematimétrica, que é dividida em
quadrantes. Deve-se contar os espermatozdides no quadrante
central e outros cinco quadrantes. O cilculo respeita a
profundidade da cimara e a dilui¢do da pipeta. A motilidade
¢ 0 vigor sio avaliados em microscopia, com aumento de
100X. Atribui-se a4 motilidade valores de 0-100%, e para o
vigor valores de zero e cinco. Os defeitos esperméticos podem
ser observados pelo método de KARRAS (1996). Secundo
SEAGER (1986). os defeitos estudados sdo: patologias
espermaticas primdrias como cabeca gigante, cabega pequena,
defeitos de acrossomo, formas duplas. cauda fortemente
enrolada, cauda fortemente dobrada, gota citoplasmaitica
proximal, defeitos de peca intermedidria e inser¢oes anormais
de cauda. E também as patologias secunddrias como gota
distal, cabeca solta e cauda enrolada, CHRISTIANSEN &
SCHMIDT (1988), CONCANNON & BATTISTA (1989),
fizeram referéncia a uma observagdo minuciosa destes
defeitos, uma vez que estes dados podem esclarecer problemas
reprodutivos.

Diluicae para congelamento

Depois da colheita e andlise do sémen a prdoxima etapa
¢ a diluigdo. Um bom diluidor deve conter nutrientes
energéticos, solugdo tampio, osmolaridade fisioldgica,
concentracdo de eletrdlitos e antibidticos para prevenir
eventual crescimento bacteriano, No diluidor deve-se incluir
um crioprotetor, afim de proteger os espermatozdides do
choque térmico durante o congelamento ¢ descongelamento.
estes substituem a dgua no interior das células, assim ao ser
congelada as células nao se rompem pela formacio de cristais
de gelo (CONCANNON & BATTISTA, 1989). As melhores
diluigdes descritas foram as que utilizaram tris, citrato e
glicina, A maioria dos experimentos utilizou glicerol como
crioprotetor. O uso de etilenoglicol, usado em outras espécies,
foi superior ao glicerol. Os trabalhos em cées iniciaram-se
nos anos 50 e at€ o momento grande parte dos estudos se
reportam ao glicerol e ndo ao etilenoglicol. SANTOS (1997)
realizou experimento usando cinco diluidores: tris-frutose-
acido citrico. lactose, tris-frutose-citrato, leite desnatado e
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glicina, e glicerol como crioprotetor. A pesquisadora utilizou
cinco ejaculados de seis caes. Depois da colheita e andlise, o
sémen foi dividido em cinco aliquotas para dilui¢io nos
diferentes diluidores. O sémen foi diluido 4 temperatura de
37°C, estabilizado cerca de uma hora e depois resfriado a
temperatura de 5°C. O crioprotetor foi adicionado por
gotejamento. Todo o contetido foi estabilizado por mais uma
hora a 5°C. Posteriormente o material foi congelado em vapor
de nitrogénio. O tris-frutose-dcido citrico foi o diluidor que
obteve as melhores indices de motilidade. seguido pela glicina.
Os outros tratamentos nia foram satisfatérios, com média
350% de motilidade progressiva retilinea apds o
descongelamento. A maioria dos meios utilizados pelos
pesquisadores tem cerca de 20% de gema de ovo no meio
diluidor e 8% de crioprotetor.

Leite esterelizado e tris-gema de ovo foram os diluentes
testados por MOURA er al. (2002). Os diluentes foram
misturados no sémen a uma temperatura de 38 °C,
estabilizados por uma hora e depois refrigerados a 5°C. Entdo
adicionou-se o glicerol como crioprotetor (7% do volume
total), estabilizou-se por mais uma hora e criopreservou-se
em nitrogénio liquido (-196°C). Os autores concluiram que o
tris-gema de ovo determinou melhor viabilidade espermatica
comparado ao leite esterilizado.

SILVA eral. (2002) estudaram o sémen de 12 cies de
diferentes ragas, com tris, tris-20% de gema de ovo, tris-6%
de glicerol e tris-20% de gema de ovo- 6% de glicerol. Os
diluentes foram adicionados ao sémen e equilibrados & 4 °C
por 70 minutes. Depois congelados em nitrogénio liquido.
Apo6s uma semana o sémen foi descongelado ¢ analisada sua
motilidade e morfologia. O descongelamento revelou uma
motilidade espermadtica de 53,8+12.8. 34,2 +16.,6, 20,8+13,8
e 11,3+12.5 para tris-20% de gema de ovo- 6% de glicerol,
tris-6% de glicerol, tris- 20% de gema de ovo, e tris
Jespectivamente. O vigor espermitico foi 3.6 + 0.6, 2.9+1.1,
24+1,2 e 1,1 0.9 para os mesmos lratamentos,
respectivamente, O tris-20% gema de ovo -6% de glicerol foi
superior aos outros tratamentos.

Para boa diluicdo adequada, YUBI er al. (1987),
relataram que € necessdrio determinar o nimero total de
espermatozdides do ejaculado. Dependendo da concentracio,
adiluicao do sémen pode serde 1:1, [:2 ou até 1:5. O objetivo
final ¢ buscar uma dose minima de 100 milhdes de
espermatozdides.

Resfriamento e equilibrio

Devido a falta de padronizagio da metodologia dos
trabalhos com sémen canino, ndo hd estudos conclusivos sobre
o tempo referente ao equilibrio e resfriamento. A maioria dos
pesquisadores sugere que apos diluido o sémen deve repousar
por cerca de uma hora. A partir dai, o material deve ser
resfriado a 5°C e permanecer nesta temperatura por mais uma
hora (FARSTAD. 1996). Outros autores recomendam o
equilibrio com um resfriamento lento por 45 minutos seguido
de repouso por mais 30 minutos a 3° C (DOBRINSK et al.,
1993). OLAR & BOWEN & PICKETT (1989). citam que a
taxa de resfriamento deve ser de 5°C por minuto entre 5 a -
15°C. e de 2(rC por minuto entre -13 a -100°C. Estes detalhes
sio amplamente discutidos e cada pesquisador utilizou
metodologia prépria, fugindo de uma padronizacio.

Apés estabilizagdo do sémen, deve-se realizar o
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envasamento. DOBRINSK et al., (1993) sugerem o
envasamento em palhetas de 0,25 ml e 0,5 ml. A técnica
consiste em encher a palheta utilizando seringa graduada e
ilcool polivinilico para vedagiio. E necessdria a identificagiio
completa da palheta, com nome do reprodutor, raca, partida,
data de congelamento, diluidor utilizado e responsével técnico.
As palhetas plasticas sio preferidas. em relacao as ampolas
de vidro, pela facilidade de manuseio.

Congelamento

O congelamento do sémen determina a sobrevivéncia
espermdtica e a fertilidade. CONCANNON & BATTISTA
(1989), comprovaram que o congelamento ripido leva a
formacio de cristais de gelo intracelulares e danos as
membranas que levam ao rompimento das organelas
citoplasmaticas. Por sua vez, o congelamento lenta causa dano
celular por alteracdo da osmolaridade, formando cristais de
gelo extra celulares, com enrugamento celular e mudangas na
osmolaridade, dependendo do diluidor e crioprotetor
utilizados.

O sémen canino € dividido em trés fragoes (L, 11, e I1I).
As fragoes [ e [1I contém basicamente secregdes prostaticas,
e a fraciio Il € rica em espermatozdides. Para o sucesso do
congelamento alguns autores fracionam o sémen em centrifuga
desprezando as fracdes 1 e 11, utilizando somente a fragio 1L
SANTOS (1997) relataram que as fragdes I e III poderiam
afetar negativamente a motilidade espermitica par longos
periodos & temperatura de 37' C. Portanto seria interessante
utilizar-se somente a fracio Il do ejaculado.

RODRIGUEZ-MARTINEZ & LINDE-FORBERG
(1992) realizaram estudo utilizando microscopia eletrénica
de varredura e eletromicroscopia de transmissio. Analisaram
material congelado com tris-frutose-dcido citrico, contendo
20% de gema de ovo e 8% de glicerol. As observagoes
revelaram que a maioria dos espermatozdides apresentavam
dobras do plasmalema nas regides do acrossomo e na peca
intermedidria. As maiores mudancas foram perdas de
organelas, perda do material eletrodenso do acrossomo, perda
de componentes da cromatina dos espermatozdides, como
enxofre e fosforo, rarefacdo e edema de acrossemo.

Depois de congelado, o sémen ¢ estocado em botijao
criobioldgico com nitrogénio liquido. Deve-se identificar as
raques e canecus com nimero de partida e nome do reprodutor
utilizado, para facilitar ainda mais o manuseio do material
(ENGLAND, 1993).

Descongelamento e avaliacdo da qualidade do sémen para
inseminacfo artificial

Para o descongelamento, LINDE-FORSBERG (1995)
sugere colocar o material em banho maria a 37°C, por 15 a 60
segundos. ALLEN (1993) descreveu em sua técnica o
descongelamento do sémen em dgua a 70°C por oito segundos,
observando a motilidade espermadtica ser superior a 50%.
CHISTIANSEN & SCHMIDT (1988) e CONCANNON &
BATTISTA (1989), indicaram que o descongelamento rdpido
¢ melhor do que o lento em relagio a maior taxa de maotilidade
retilinea progressiva dos espermatozoéides. As técnicas sio
bastante discutidas devido a falta de padronizacio da
metodologia dos estudos, dificultando assim a comparagio
dos resultados.

As técnicas de inseminagao artificial de cadelas sdo
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variadas. As mais citadas sio a intravaginal e intra-cervical,
na qual o sémen & depositado o mais préximo dos cornos
uterinos. Utiliza-se também cateterismo da cérvix por
endoscopia. BROWN (1992) descreveu que a inseminagio
intravaginal € realizada com sonda de metal ou pldstico (a
mesma usada em inseminacio artificial de bovinos). O sémen
¢ aspirado em seringa e injetado com certa quantidade de ar.
Esta técnica é considerada mais pritica que a intra-cervical.
Os resultados obtidos pela técnica intra-cervical sio minimos,
assim sua utilizagdo tem maior custo e as variagdes estatisticas
50 pequenas em relagiio s oufras téenicas.

De modo geral a taxa de fertilidade do sémen congelado de
cies € baixa em comparagdo ao sémen fresco, estando
relacionada com a md penetraciio do espermatozéide no odeito
(ENGLAND, 1993).

Comentarios

Os estudos realizados utilizaram metodologias
diferentes com aplicagao de métodos usados em outras
espécies animais. Mais estudos siio necessdrios, afim de
melhorar a qualidade do sémen canino congelado.
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