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curso - (Monografia - Curso de Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e 

Saude Animal) - Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Patos, 2009. 31 p. 

Atualmente, a criacao de caes de raca pura com alto valor comercial, deixou de ser apenas 

um hobby de poucos para se tornar uma atividade lucrativa ampla. A possibilidade de 

utilizacao do semen canino criopreservado abriu diversas fronteiras para a criacao de caes, 

permitindo a troca de material genetico de alto valor entre regioes distantes e o 

armazenamento desse material por periodos indefinidos. O presente trabalho apresenta 

uma revisao litcraria sobre as diversas Iccnologias utilizadas na conserva9ao do semen de 

caes. 
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Sabe-se que hoje em dia os caes vao alem de ser apenas uma companhia para seus 

proprietaries, estes possuem um papel fundamental na sociedade onde podem ser 

empregados para o salvamento ou resgate, vigilancia, zooterapia e como caes guias para 

deficientes visuais. Contudo, para exercer esse papel e importante que os animais possuam 

boa qualidade genetica e especifica, dai o grande valor de se obter biotecnologias cada vez 

melhores que assegurem essa qualidade. 

Atualmente, a criacao de caes de raca pura com alto valor comercial, deixou de ser 

apenas um hobby de poucos para se tornar uma atividade lucrativa ampla. E com seu 

crescimento mundial nestes ultimos anos, incentivou tambem o interesse de aumentar a 

eficacia da biotecnologia da reproducao, com a finalidade de desenvolver t£cnicas que 

possam manter a viabilidade da celula espermatica durante o resfriamento e 

criopreservacao do semen canino. 

Os estudos primarios relacionados a conservacao do semen e inseminacao artificial 

( I .A) foram desenvolvidos por Lazaro Spallanzani, este foi o primeiro cientista a investigar 

e realizar inseminacao artificial em mamiferos, em 1780, no qual inseminou uma cadela, e 

disto nasceram tres filhotes vivos e normais. Alguns anos depois, cientistas russos 

demonstraram que a fecundacao era possivel mesmo quando o plasma seminal era 

substituido por um meio artificial antes da inseminacao (MIES FILHO, 1987). 

A inseminacao artificial e uma das biotecnicas mais antigas j a utilizadas pelo 

homem, sendo hoje, uma ferramenta de grande eficacia no sentido de viabilizar o 

melhoramento e preservacao de material genetico, evitar o risco de doencas sexualmente 

transmissiveis, poupar o animal do stress causado pelo transporte para o ato do 

acasalamento, aumentar a eficiencia reprodutiva, alem de facilitar a disseminacao de 

material genetico de alto valor a um custo reduzido. 

Comparado com o semen congelado, a utilizacao de semen resfriado na I .A , 

apresenta vantagens, uma vez que nao necessita de tecnicas e nem equipamentos 

sofisticados e, quando da deposicao intravaginal, mantem indices satisfatorios de 

fertilidade, comparado com a insemina9ao intrauterina com semen congelado. (ROTAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et 

ai, 1995) 
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Contudo, para obtencao do sucesso em uma L A e indispensavel ter meios 

diluidores que garantam as condicoes de sobrevivencia para a celula espermatica, alem 

de manter a sua motilidade, auxiliando assim na preservacao da membrana plasmatica, 

que podera sofrer alteracoes devido as mudan9as de temperatura. 

E importante mencionar que nem todos os reprodutores possuem semen com 

caracteristicas ideias para congelamento (GUNZEL & KRAUSE, 1986), sendo assim 

necessario o rcsfriamento para se manter viavel. 

Os principals fatores que determinam os indices de fertilidade, obtidos com a 

inseminacao artificial sao: a fertilidade dos reprodutores, a maneira com que o semen e 

colhido e manipulado, a habilidade do inseminador, o manejo das femeas (momento da 

insemina9ao), o tipo de semen empregado (fresco, refrigerado e congelado), a dose 

inseminante e a tecnica de insemina9ao empregada. 

O presente trabalho possui como objetivo fazer uma revisao literaria sobre a 

tecnologia da reprodu9ao utilizada na conserva9ao do semen canino. 
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Diferente das femeas, que liberam poucos ou um oocito a cada ciclo estral, os 

machos liberam milhoes de espermatozoides a cada copula. O tempo de sobrevivencia, 

tanto do oocito quanto dos espermatozoides, e relativamente curto e a fertilizasao 

depende primariamente de um transporte sincronizado de gametas no trato reprodutivo 

feminino. 

A inseminacao na especie canina tambem pode ser utilizada como uma 

altcrnativa para animais impossibilitados de realizar monta natural por problemas 

anatomicos e comportamentais, bem como para prevencao de transmissao de agentes 

infecciosos e uso de semen refrigerado e congelado ( F E L D M A N & NELSON, 1996). A 

aplicacao de semen fresco ou refrigerado no momento da inseminacao tern apresentado 

bons resultados, aproximando-se dos indices obtidos com a monta natural. Entretanto, 

os resultados conseguidos com o uso do semen congelado nao sao muito satisfatorios 

(LINDE-FORSBERG & FORSBERG, 1989). 

Varios fatores contribuem para um perfeito transporte espermatico, incluindo a 

contracao uterina que ocorre no momento da cobertura ou inseminacao, devido a 

presenca de prostaglandina no semen e a liberacao de ocitocina pela hipofise 

(HUNTER, 1999). 

Foi demonstrado que a habilidade dos espermatozoides, provenientes de semen 

congelado, de atingirem o oviduto, particularmente a regiao da ampola, e menor do que 

de semen fresco e esta dificuldade no transporte espermatico do semen congelado, pode 

ser devido a alteracoes bioquimicas e fisicas na celula espermatica (BARDER, 1982). 

Diversas metodologias tern sido descritas para a congelacao do semen de caes e 

variam de acordo com o diluente, protetores de resfriamento e agentes crioprotetores 

empregados, preconizando o uso de diferentes velocidades de congelacao. Em todas, 

busca-se minimizar o dano causado ao espermatozoide pelo processamento, visando 

recuperar um maximo possivel de espermatozoides viaveis (STROMzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.., 1997). 

O metodo de criopreservacao de semen canino mais usual e aquele descrito por 

Andersen (1975), onde foi realizada a diluicao do semen a 37°C em TRIS 

(trihidroximetil-amino metano) acrescido de gema de ovo e glicerol. Em seguida, foi 

procedido um periodo de equilibrio de tres horas, seguido do envase em palhetas 

plasticas e a exposicao aos vapores de nitrogenio para congela9ao. 



3 

2.1 C O L H E I T A E A N A L I S E zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

De um modo geral, utiliza-se para a inseminacao artificial um macho de escolha 

do proprietario da cadela a ser inseminada. Entretanto, com o surgimento dos bancos de 

semen canino, preconiza-se a realizacao de uma selecao dos animais doadores 

Por essa razao, a selecao de reprodutores deve ser feita atraves de uma detalhada 

anamnese, verificando-se o desempenho reprodutivo anterior do macho e problemas de 

saude atuais ou previos. Deve tambem ser procedido um cuidadoso exame clinico geral 

e andrologico, que deve incluir a inspecao e palpacao dos orgaos reprodutivos, obser-

vando-se principalmente o tamanho e a consistencia testicular ( F E L D M A N E 

NELSON, 1996). 

O semen e facilmente colhido de caes, em especial daqueles com experiencia 

previa de acasalamento. A presenca de uma cadela em estro pode melhorar a qualidade 

do ejaculado, particularmente no caso de caes inexperientes ou timidos. Pode-se ainda 

congelar zaragatoas impregnadas de secretes vaginais de cadelas em estro (SILVA, 

2001) ou impregnadas com o feromonio sintetico metil-p-benzoato (GOODWINzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA al, 

Para a colheita, pode-se utilizar a vagina artificial ou coleta manual. Barlett 

(1962) descreve que a tecnica mais recomendada € a massagem manual do bulbo 

peniano, que se faz facilmente quando o penis esta semi-ereto. O volume do semen de 

caes varia de acordo com a raca, sendo em media de 1 a 30 ml . U m bom ejaculado 

possui coloracao branca opalescente, pH entre 6,3 e 6,7, com motilidade progressiva 

retilinea acima de 70%, e concentracao espermatica em torno de 3.000.000 por ml de 

semen. _ , ,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA w^^^u^^^^— 

(ENGLAND, 1993). 

1979), 

Figura 01. Coleta manual de semen no macho. 

(Fonte pessoal, foto cedida pela Prof Dr3 Norma Lucia) 



Apos a colheita e necessaria a analise dctalhada do ejaculado. Sao analisados o 

volume, cor, pH, motilidade progressiva retilinea e concentracao total. Deve-se 

mergulhar o recipiente com o semen em banho-maria a 37°C, uma vez que e a 

temperatura normal do semen. Segundo Cristiansen e Schmidt (1988) o choque termico 

e uma das maiores causas de insucesso na I . A , tanto com semen fresco ou congelado. 

0 ejaculado canino e naturalmente dividido em tres fracoes distintas. A primeira 

fracao consiste em um fluido claro originado na prostata e supoe-se ser responsavel pela 

limpeza do canal uretral (ENGLAND E A L L E N , 1992). A segunda fracao, rica em 

espermatozoides, e de origem testicular e apresenta volume variavel conforme o 

tamanho testicular e a variacao individual, possuindo aspecto turvo, leitoso e 

opalescente (CHRISTIANSEN & SCHMIDT, 1988). A terceira fracao e o fluido 

prostatico que deve ser claro e facilmente distinguivel da fracao espermatica. Apresenta 

um grande volume e serve como um meio diluidor natural proporcionando o transporte 

dos espermatozoides no trato genital da cadela (ENGLAND E A L L E N , 1992). 

Figura 02. Fracao espermatica do semen canino. 

(Fonte pessoal, foto cedida pela Prof Dr 3 Norma Lucia) 
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2.2 M O T I L I D A D E E S P E R M A T I C A E I N T E G R I D A D E D O A C R O S S O M A C O M O 

P A R A M E T R O S N A A V A L I A C A O DA Q U A L I D A D E zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

E usada como parametro na avaliacao da qualidade do semen, a motilidade das 

celulas espermaticas, que serve para avaliar a capacidade de um diluente quando 

utilizados na conservacao do semen. Para que as celulas espermaticas consigam 

atravessar a zona pelucida do ovulo no momento da fecundacao e fundamental que elas 

tenham boa motilidade e seus acrossomas integros ( M A H I e Y A N A G I M A C H I , 1978). 

E durante o armazenamcnto do semen a baixas tempcraturas que surgem 

variadas alteracoes nas membranas dos espermatozoides, principalmente no acrossoma 

ou tambem chamado de capuchao cefalico, o que se assemelha ao processo de reacao do 

acrossoma. E justamente por esse motivo, a observacao da integridade acrossomal e 

extremamente importante quando se faz necessaria a conservacao do semen. 

No cao foi encontrada relacao entre motilidade espermatica e integridade 

acrossomal no semen fresco nao diluido, o que nao foi observado em amostras de semen 

diluido e congelado (MESSIAS, 2000) 

2.3 I N F L U E N C I A DA S E C R E C A O P R O S T A T I C A S O B R E A M O T I L I D A D E E S P E R M A T I C A 

A correlacao de dependencia da motilidade espermatica com a fonte de energia 

ATP (trifosfato de adenosina) e amplamente conhecida e relatada em varias especies 

( M U L T A M A K IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 1980) sendo que o trabalho de Brackett e Williams (1967) 

contribuiu na determinacao da concentracao de ATP no semen canino. 

A liberacao de energia pela desfosforilacao do ATP e catalizada pela adenosina 

trifosfatase (ATPase), que se encontra na peca intermediaria do espermatoz6ide. Das 

inumeras fosfatases encontradas no plasma seminal foram encontradas duas 

monofosfoesterases e seu local de producao; a fosfatase acida e sintetizada pela prostata 

e a fosfatase alcalina pelo epididimo e pelos ductos deferentes (MESSIAS, 2000) 

Segundo Smith (1975), este verificou que o volume do plasma seminal do 

ejaculado do cao e, quase que em sua totalidade, fornecido pela prostata, o que vem de 

encontro com resultados obtidos por England e Allen (1990), quando tambem 

observaram que a primeira e a terceira fracoes seminais do ejaculado do cao sao 

produzidas pela prostata, observando efeitos deleterios a celula espermatica quando as 

mesmas foram diluidas nessas fracoes. 
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Giinzel-Apel e Ekrod (1991) observaram que o aumento da motilidade 

individual das celulas espermaticas com adicao de secrecao prostatica foi temporaria e 

que houve ainda maior redu9ao dessa motilidade apos 24 horas de dilui9ao e 

resfriamento, se comparada com outros meios diluidores. 

Giinzel-Apel e Ekrod (1991) observaram redu9ao na motilidade e na 

concentra9ao de ATP em amostras de semen canino nao diluidas e nas diluidas com 

secre9ao prostatica quando comparadas com amostras diluidas em TRIS-gema. 

A utiliza9ao da secre9ao prostatica no congelamento do semen canino, da 

mesma fonna que no resfriamento, tambem e alvo de estudos. Em temperatura de 

congelamento de -18° C, NothlingzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (1995) obtiveram maiores taxas de prenhez nos 

dois grupos de femeas inseminadas intra-uterinamente com adi9§o de 3 a 10 ml de 

secre9ao prostatica, comparando-se com o grupo inseminado sem secre9ao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3.1 I N F L U E N C I A DO A R M A Z E N A M E N T O NA M O T I L I D A D E E S P E R M A T I C A DO S E M E N 

C A N I N O N A O D I L U I D O 

Foi confirmado durante o armazenamento do semen canino fresco a 5° C por 24 

horas, que a motilidade progressiva foi de 74% para 40% e, apos 72 horas, decresce 

ainda mais, chegando a valores de 8,4% (GUNZEL, 1986). Esse fato foi confirmado por 

Giinzel-apel e Ekrod (1991) ao observarem perda de motilidade progressiva dos 

espermatozoides apos 24 horas de armazenamento a 5°C. 

Da mesma forma que ocorrem altera9oes celulares no armazenamento a baixas 

temperaturas, a conserva9ao do semen nao diluido a 35° C durante 1 hora levou a 

imobilidade dos espermatozoides e a altera9oes morfologicas, ainda sendo constatado 

que a conserva9ao a 7° C durante 1 hora nao acarretou maiores altera9oes (MESSIAS, 

2000) 

2.3.1.1 I N F L U E N C I A DOS D I L U E N T E S E DO R E S F R I A M E N T O N A M O T I L I D A D E E I N T E G R I D A D E 

DO ACROSSOMA DO S E M E N CANINO D I L U I D O 

U m estudo comparativo entre amostras de semen canino nao diluido e diluido 

em meio T R I S armazenadas a 5°C, observou-se a superioridade do semen diluido. 

Bouchard etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA al. (1990) compararam semen canino diluido com citrato-gema e leite 
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desnatado-glicose, sendo que a motilidade espermatica foi superior com o primeiro 

diluente (GUNZEL, 1986). 

Atraves de comparacdes de amostras de semen canino nao diluido com amostras 

diluidas em secrecao prostatica ou meio TRIS-gema, observou-se reducao na motilidade 

e na concentracao de ATP nas amostras nao diluidas e nas diluidas com secrecao 

prostatica (GUNZEL-APEL & EKROD, 1991). 

A alividade da fosfatase acida aumentou nas amostras contendo secrecao 

prostatica, mas diminuiu nas amostras diluidas em TRIS. A atividade da fosfatase 

alcalina diminuiu tanto nas amostras adicionadas de secrecao prostatica, quanto 

naquelas diluidas em TRIS. 

Quando se comparou semen canino nao diluido com semen diluido em TRIS-

gema e leite desnatado e os mesmos diluentes com adigao de albumina serica bovina 

(BSA), observando que amostras diluidas apresentaram menor indice de alteracoes 

acrossomais (MESSIAS, 2000) 

O transporte ativo de moleculas e uma das caracteristicas da membrana das 

celulas espermaticas. Em condicoes de hiposmolaridade, o que acontece na verdade e o 

influxo de agua para o interior das celulas objetivando equilibrio osmotico, o que leva a 

aumento do volume celular e deformacoes da membrana plasmatica. Foi Kumi-Diaka 

(1993) que analisou a correlacao positiva e significativa entre os testes hiposmoticos e 

motilidade, constatando que, em condicoes hiposmoticas, ocorre edemaciacao da cauda 

das celulas espermaticas, ocasionando alteracao de motilidade. 

O emprego da secrecao prostatica e do plasma seminal na diluicao de semen 

canino tambem e considerado. RotazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. (1995) desenvolveram um estudo da diluicao 

do semen em plasma seminal, TRIS-gema e leite-gema, armazenando as amostras a 

4°C, constatou que a diluicao em plasma seminal resultou num maior indice de 

espermatozoides deformados, apresentando motilidade nula em 24 horas enquanto que a 

motilidade e o vigor espermaticos foram maiores em amostras diluidas em TRIS-gema. 

England e Ponzio (1996) pesquisaram a utilizacao de TRIS-gema no 

resfriamento e congelamento de semen canino, sendo que as amostras de semen 

resfriado apresentaram motilidade superior as amostras de semen congelado, indicando 

que a tecnica de resfriamento e realmente mais recomendada do que a de congelamento, 

em situacoes em que o semen em questao sera utilizado dentro do periodo de quatro a 

cinco dias. 
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2.4 M E C A N I S M O S D E L E S A O C E L U L A R D U R A N T E O P R O C E S S O D E C R I O P R E S E R V A C A O 

A membrana plasmatica do espermatozoide e composta por uma dupla camada 

de lipidios contendo muitos fosfolipidios polares, alem do colesterol. Ha tambem a 

presenca de proteinas que atuam como bomba de ions para mover o calcio, o sodio e 

outros ions para fora da celula, ou ainda servem para aumentar as associacoes com 

celulas do trato reprodutor feminino ou atuam como receptores para ligar o 

espermatozoide ao ovocito ( G R A H A M , 1996). 

Figura 03. Ilustracao da membrana plasmatica e sua composicao. 

(Fonte pessoal, ilustracao cedida pela Prof Dr 3 Norma Lucia) 

A temperatura corporea, a membrana plasmatica, apresenta-se na forma de um 

mosaico fluido, onde as proteinas estao livres para mover-se entre os fosfolipidios 

bilaterais, uma vez que a propria fiincao requer que as proteinas estejam aptas para 

mover-se dentro da membrana (JASKO, 1994). 

Muitos fatores afetam a fluidez ou a fiexibilidade das membranas, e a 

temperatura e um desses fatores (QUINN, 1985). O resfriamento induz a mudanca dos 

fosfolipidios do estado liquido para o estado cristalino (fase de transicao), impedindo 

sua movimentacao lateral e resultando na formacao de regioes ou dominios cristalinos 

(JASKO, 1994 & QUINN, 1985). Restam somente pequenas regioes de lipidios em 

estado liquido e as proteinas, que servem como poros ou canais atraves da membrana, 

atuando como receptores para outras moleculas, sao agrupadas no interior desses 
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dominios de lipidios. A agregacao de proteinas pode resultar em aumento da 

permeabilidade da membrana e diminuicao da funcao metabolica. Supostamente a gema 

de ovo e as proteinas do leite presentes em muitos diluidores, atuam minimizando essa 

agregacao de proteinas e reduzindo a formacao de falhas no arranjo dos lipidios que 

ocorre na fase de transicao ( A M A N N e PICKETT, 1987). 

Durante o processo de criopreservacao, a celula espermatica e submetida a 

diversos fatores causadores de estresse. O primeiro desses fatores e o resfriamento da 

temperatura do corpo (37 °C) para 5 °C. Se esse resfriamento ocorrer de modo 

inadequado, ocorre o fenomeno conhecido como choque termico, o qual induz a danos 

parciais irreversiveis, caracterizados por um padrao anormal de motilidade (movimento 

circular ou retrogrado), rapida queda na motilidade, danos no metabolismo (diminuicao 

na glicolise e respiracao intracelular) e perda de componentes intracelulares (aumento 

na degeneracao do D N A e liberacao de enzimas) (JASKO, 1994). Esses efeitos podem 

ser minimizados no espermatozoide eqiiino pelo controle da taxa de resfriamento entre 

as temperaturas criticas de 19 °C a 8 °C e pela adicao de lipidios (gema de ovo) ou 

lipoproteinas (leite) ao diluidor ( G R A H A M , 1996). 

Durante o choque termico, a manutencao do metabolismo e gradiente de ions e 

prcjudicada. Na celula, a temperatura corporea, as concentracoes de ions no interior da 

celula sao ATP-dependentes. Quando a temperatura diminui, a formacao de ATP 

declina, junto com a capacidade de bombeamento de sodio e potassio, causando um 

desequilibrio na concentracao intracelular desses ions. Ocorre uma despolarizacao 

parcial da membrana plasmatica e conseqiientemente, influxo de calcio. O aumento 

intracelular de calcio resulta em ativacao de fosfolipases, levando a hidrolise de 

fosfolipidios, posterior aumento da permeabilidade das membranas plasmatica e 

mitocondrial, levando a morte celular ( A M A N N e PICKETT, 1987). 

Quando o semen e resfriado abaixo de 0 °C, cristais de gelo no exterior das 

celulas espermaticas comecam a se formar, resultando em um aumento na concentracao 

de sais no fluido extracelular. A agua entao se move de dentro da celula para o espaco 

extracelular, provocando uma desidratacao progressiva do espermatozoide. Se a 

velocidade de saida de agua da celula for lenta, havera a formacao de cristais de gelo 

intracelular, podendo provocar danos ao espermatozoide. Por outro lado, se a velocidade 

de congelacao for muito lcnta, a alta concentracao de sais proveniente da desidratacao, 
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podera danificar o espermatozoide. Assim, a velocidade otima de congelacao devera 

obedecer a esses dois fatores ( A M A N N e PICKETT, 1987). 

Existe uma relacao direta entre a taxa de colesterohfosfolipidios ou fosfolipidios 

saturadosrinsaturados, presentes na membrana plasmatica do espermatozoide e sua 

resistencia aos efeitos do choque termico. U m conteudo relativamente alto de colesterol 

ou o aumento na taxa de fosfolipidios saturados:insaturados fornecem a membrana 

melhor capacidade para resistir ao estressc causado pelo choque termico (VARNERzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

al, 1998). 

Quando uma suspensao de espermatozoides e resfriada abaixo de 5 °C, 

inicialmente o meio ao redor do espermatozoide e as proprias celulas permanecem 

descongeladas, porque o ponto de congelamento do diluidor e do liquido intracelular 

estao abaixo de 0 °C. Ocorre um super-resfriamento dessas celulas e, no ponto entre -5 

°C e -15 °C, cristais de gelo se formam no meio extracelular, apesar do espermatozoide 

permanecer super-resfriado. Aparentemente a membrana plasmatica atua como uma 

barreira impedindo a propagacao desses cristais para o interior da celula (PARKS e 

G R A H A M , 1992). Como a agua extracelular esta congelada, os sais provenientes 

desses cristais se acumulam, aumentando a concentracao na agua que permanece 

descongelada. Isso aumenta o gradiente osmotico atraves da membrana plasmatica e a 

agua sai da celula, iniciando assim o processo de desidratacao do espermatozoide 

( A M A N N e PICKETT, 1987). Altas concentracoes de eletrolitos podem desidratar 

demasiadamcntc a cdlula espermatica, levando a sua deformacao ( G R A H A M , 1996). 

O exato mecanismo pelo qual o glicerol protege as celulas nao esta 

completamente elucidado (PARKS e G R A H A M , 1992). Amann e Pickett (1987) 

sugerem que o maior efeito do glicerol e extracelular, onde atua diminuindo a 

concentracao de soluto aumentando a quantidade de agua nao congelada a uma 

determinada temperatura. 

O glicerol reduz a fluidez da membrana e ainda facilita o rearranjo de sua 

estrutura (PARKS e G R A H A M , 1992). O glicerol se liga a agua, diminuindo o ponto de 

congelacao das solucoes, permitindo que a celula se desidrate mais lentamente e, 

conseqiientemente, reduzindo a concentracao de soluto no liquido residual. 

Em algumas concentracoes todos os crioprotetores sao toxicos para as celulas 

(FAHY, 1986). O glicerol pode ser mais deleterio ao espermatozoide durante o processo 

de descongelacao do que na congelacao. Durante o resfriamento, o glicerol entra na 
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celula e no descongelamento se move da celula para o meio extracelular. Quando a 

permeabilidade da membrana plasmaticazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 insuficiente para permitir esse movimento, o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

rcaultoclo 6 ksao permanente. Os crioprotetores tambem alteram a polaridade do 

ambiente celular e a permeabilidade das membranas ( A M A N N e PICKETT, 1987). 

2.5 D I L U I C A O DO S E M E N 

Independentemente da especie, o uso dos meios diluidores tanto para resfriar 

como para congelar o semen sao de extrema importancia. A composicao correta do 

meio diluidor e vital para conservacao do semen e deve ser determinada para cada 

especie. Foote (1964), foi um dos primeiros pesquisadores a investigar sistematicamente 

a combinacao e a quantidade de varios componentes dos diluidores para a preservacao 

do semen de cao. 

Os diluentes hipertonicos sao menos prejudiciais aos espermatozoides que os 

hipotonicos; por isso a maioria dos diluentes recomendados para congelacao do semen 

canino sao hipertonicos em relacao ao plasma seminal. Os diluentes hipertonicos atuam 

reduzindo a agua intracelular antes da congelacao, diminuindo a formacao de gelo 

intracelular (SILVA, 2007). 

Um dos diluidores mais usados para refrigeracao de semen atualmente e o meio 

a base de leite desnatado c glicose. Esse diluidor ja foi tcstado por Cunha c Lopes 

^\V"(2000) com semen refrigerado de cao por ate 72 horas, obtendo resultados satisfatorios: 

ccrca de 70% de espermatozoides com membrana integra e 60 % de motilidade e 2 de 

vigor espermatico. 

U m bom diluidor tern que conter fontes energeticas para o espermatozoide, 

estabilizar o pH do meio (ENGLAND, 1993; LINDE-FORSBERG, 1991), preservar a 

reacao acrossomica (S IRIVAIDYANPONGzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 2000), manter a pressao osmotica e 

concentracao de eletrolitos dentro dos padroes fisiologicos do semen, prevenir o 

crescimento de bacterias, proteger a celula do choque termico durante o resfriamento e 

ainda possuir crioprotetores que reduzam os danos celulares durante o resfriamento e 

pos-resfriamento ou congelamento e pos-congelamento (COCANNON e BATTISTA, 

1989) 

Estudos tem relatado a utilizacao de diferentes meios diluidores na 

criopreservacao de semen canino (LINDE-FORSBERG, 1991; ROTA et al., 1995; 

SILVA et al., 2002; S ILVA et al., 2003; S ILVA et al, 2004), dentre esses meios 
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diluidores encontram-se o diluidor a base de Tris-gema de ovo, que tem mostrado 

melhor capacidade de manter a viabilidade espermatica (ROTAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 1995) e o diluidor 

u base de agua de eoeo, este ultimo, amplamente utilizado na especie caprina e ovina 

(RODRIGUES et al, 2003; SOUZA et al, 1994) e tambem ja utilizado com sucesso na 

especie canina (CARDOSO et al, 2005). 

A agua de coco e uma solucao esteril, composta de sais, proteinas, acucares, 

vitaminas, gorduras neutras, alem de indutores da divisao celular e diversos eletrolitos, 

fornecendo os nutrientes necessarios para conservacao das celulas espermaticas. Depois 

de corrigidos a osmolaridade e o pH para o semen da especie respectiva, a agua de coco 

in natura poderia representar um meio diluidor eficiente, e ainda com uma relacao 

custo-beneficio favoravel aos programas de L A no Brasil, pois, nao haveria custos 

adicionais com diluidores importados (NUNES e COBARNOUS, 1995). Tendo em 

vista que, e uma fruta abundante no territorio brasileiro. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.6 A G E N T E S C R I O P R O T E T O R E S D O S E M E N 

As substantias crioprotetoras sao divididas em permeaveis ou intracelulares e 

impermeaveis ou extracelulares de acordo com o peso molecular e a consequente 

propriedade de atravessar ou nao a membrana celular (SILVA, 2007). 

Os crioprotetores sao componentes essenciais dos meios diluidores para 

congelacao e, dependendo da sua capacidade de atravessar as membranas espermaticas, 

sao classificados como penetrantes e nao penetrantes ( A M A N N e PICKETT, 1987). 

Os crioprotetores permeaveis mais utilizados sao o glicerol, etilenoglicol e 

dimetilsulfoxido (DMSO), essenciais para minimizar ou prevenir a formacao de cristais 

de gelo intracelular. Os crioprotetores impermeaveis, como a sacarose l ipoproteins da 

gema do ovo e proteinas do leite, por outro lado, auxiliam na estabilizacao da membrana 

plasmatica durante o processo de congelacao/descongelacao (SILVA, 2007). 

A adicao dc crioprotetores mclhora a sobrevivencia celular ap6s os proccssos de 

congelacao e descongelacao. Os agentes crioprotetores pertencem a dois grupos 

(SILVA, 2007): 

1) aqueles que penetram nas celulas, como o glicerol, o dimetilsulfoxido 

(DMSO), o etileno-glicol e o metanol; 

2) aqueles que permanecem no meio extracelular, como as proteinas, os 

acucares e o polivinil-pirrolidona. 
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Os agentes crioprotetores penetrantes, particularmente o glicerol, protegem a 

celula da crioinjuria durante a fase de cristalizacao. Dessa forma, nao pareceria ser 

logico adicionar o glicerol a temperaturas superiores a 30°C. Porem, j a foi demonstrado 

que o glicerol poderia ser adicionado ao semen canino a 37 °C, a 27° C ou a 4°C. Esta 

adicao poderia ser realizada quer seja na forma unica ou fracionada, sendo a adicao 

unica mais indicada por conferir mais praticidade ao processo. (SILVA, 2007) 

O glicerol e o crioprotetor mais empregado na congelacao de semen nas 

diferentes especies (SILVAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al, 2003). Este crioprotetor, inicialmente, ocasiona um 

estresse osmotico ao espermatozoide, impedindo a formacao de grandes cristais de gelo 

intracelulares. Tal qual em outras especies, a ausencia de glicerol durante a 

criopreservacao do semen canino resulta em uma reducao na sobrevivencia espermatica 

apos a descongelacao, apresentando valores que variam de 1 1 % a 20% (SILVA, 2007) 

de motilidade espermatica apos a descongelacao. 

Segundo Silva (2007) estes reportaram que o glicerol exerce efeitos toxicos 

sobre os espermatozoides, como alteracoes fisico-quimicas que podem levar a ruptura 

da membrana plasmatica, a remocao de importantes proteinas membranarias, ou 

originar danos acrossomais. 

A concentracao ideal de glicerol no diluente seria aquela em que ha uma 

prcdominancia dc sens cfciloszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA protctorcs sobre os cfcitos t6xicos. Essa concentracao 

pode ser influenciada por outros componentes do diluente, pelo padrao de resfriamento, 

pelos metodos de congelacao e descongelacao, e pelas caracteristicas seminais de cada 

especie (SILVA, 2007). 

Os crioprotetores nao penetrantes como a lactose e lipoproteinas da gema do ovo 

atuam somente no compartimento extracelular, desidratando o espermatozoide, 

reduzindo assim, a probabilidade de formacao de grandes cristais de gelo dentro da 

celula ( G R A H A M , 1996). 

Alternativamente ao glicerol, outros crioprotetores foram tambem testados para 

a criopreservacao do semen de caes. Demonstraram que a incorporacao do dimetil­

sulfoxido isoladamente ou em associacao com o glicerol, aos diluentes a base de TRIS 

ou lactose, nao melhora as taxas de motilidade e sobrevivencia espermatica apos a 

descongelacao, quando comparado ao glicerol. Investigou-se o uso do metanol como 

crioprotetor para o semen de caes e obtiveram uma taxa de concepcao de 42,8% apos 

inseminacao artificial utilizando esse meio (SILVA, 2007). 
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2.7 F O N T E D E E N E R G I A 

A maioria dos extensores utilizados na criopreservacao do semen canino contem 

glicose ou frutose. Investigates iniciais do metabolismo energetico do semen fresco de 

caes incubados em glicose lOmM ou frutose indicou que a frutose e mais eficiente que 

a glicose na obtencao de niveis energeticos. Alem disso, existem indicacoes que a 

frutose possivelmente tenha uma relacao como um fator ativador do espermatozoide 

apos a ejaculacao (SILVA, 2007). 

2.8 A N T I B I O T I C O S 

Os ejaculados sao cstcrcis, mas sua contaminacao a partir do prepucio, uretra e 

penis, sao inevitaveis durante o processo de coleta. Essa contaminacao pode ser menor 

com o uso de tecnicas assepticas e medidas de higiene antes e durante a coleta. A 

contaminacao bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade, pela propria presenca 

de bacterias, pela producao de toxinas, por degradacao dos componentes do meio, ou 

ainda, pela utilizacao de substratos metabolicos. Essa situacao determina a necessidade 

de incorporar aos diluentes substantias de efeito antimicrobiano (SILVA, 2007). 

A associacao classica de Penicilina e Estreptomicina resulta numa preparacao 

antibiotica eficaz e possivelmente a mais utilizada na elaboracao de diluentes seminais 

(SILVA, 2007). 

2.9 R E S F R I A M E N T O 

Para o resfriamento, o semen pode ser colocado em geladeira convencional, mas 

deve sempre ser acondicionado em um recipiente fechado e mantido a temperatura de 

37° C para cvilar queda dc temperatura muito rapida. Outra forma de resfriamento do 

semen e por meio do uso de um recipiente com gelo, porem, deve-se evitar o contato 

direto do gelo com o recipiente de semen (LINDE-FORSBERG, 1989). 

Poucos experimentos sobre criopreservacao do semen canino relataram o 

procedimento utilizado para o resfriamento. A maioria deles limitou-se em descrever 

somente o tempo de resfriamento e de equilibrio e as temperaturas iniciais e finais 

aplicadas (ENGLAND & PONZIO, 1996). 
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As primeiras mudancas na temperatura durante a refrigeracao sao conhecidas 

por alterar as propriedades flsicas de todas as membranas celulares. Embora, ainda nao 

totalmente esclarecido, ha um rearranjo na relacao lipidio-proteina resultando na perda 

da permeabilidade seletiva que e uma caracteristica das membranas biologicas (S ILVA, 

2007). 

A prevencao dessa alteracao entre os lipidios e proteinas por taxas de 

refrigeracao mais lenta ou diluicao das celulas espermaticas de meios extensores podem 

ser infecundas. Ha ainda a possibilidade de elementos do citoesqueleto das celulas 

serem sensfveis a fusao desorganizada das membranas celulares, seguindo a 

criopreservacao (SILVA, 2007). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2 . 1 0 C O N G E L A M E N T O 

A taxa de congelacao usada na criopreservacao do semen canino varia 

amplamente, e sao dependentes do metodo de envasamento. A congelacao pode cessar 

algumas reacoes bioquimicas e acelerar outras (SILVA, 2007). 

O processo de criopreservacao representa uma interrupcao artificial do progresso 

de maturacao do espermatozoide pos-ejaculacao e na fertilizacao. O maior problema 

com relacao a criopreservacao de semen e que mesmo utilizando as melhores tecnicas, o 

padrao de sobrevivencia pos-descongelacao e restrito em cerca de 50% da populacao 

espermatica (WATSON, 1995). 

Desde que o crioprotetor e adicionado e equilibrado o semen diluido e envasado 

(pellets, palhetas) e a congelacao se inicia. As taxas de congelacao variam na 

dependencia da especie e do metodo de envase. A congelacao se inicia e a temperatura 

diminui para -5 a -15°C , que e correspondente ao super resfriamento, definido quando 

tern inicio a formacao de cristais de gelo na solucao ao redor das celulas, enquanto os 

componentes celulares permanecem descongelados (HAMMERSTEDTzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 1990). 

A agua super resfriada dentro da celula, devido a uma diferenca no potencial 

quimico, com agua extracelular, favorece a saida de agua de dentro da celula que se 

congela externamente (MAZUR, 1984). Como as temperaturas continuam a diminuir e 

a agua extracelular j a se encontra congelada, a celula e entao exposta a condicao 

hipertonica e a alta concentracao de sal extracelular, causando ainda mais a saida de 
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agua. Movimentos de agua para fora da celula diminuem a possibilidade de formacao de 

cristais de gelo dentro da celula. Portanto, a taxa de congelacao torna-se importante no 

controle da formacao de cristais de gelo intracelular. 

Figura 04. Palhetas contendo semen congelado. 

(Fonte: http://www.webanimal.com.br/cao) 

Figura 05. Botijao de nitrogenio onde o semen congelado e" armazenado. 

(Fonte: http://www.webanimal.com.br/cao) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

c x i ) C i i i i i r . i i L a i . i n * u u c I H K * i i i i i i i i a i szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA uc urouucau. isu> se ueve.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA man uc ouuas 

http://www.webanimal.com.br/cao
http://www.webanimal.com.br/cao
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3.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA CONSIDERACOES FINAIS 

E realidade que as tecnicas de reproducao artificiais vem se desenvolvendo de 

forma mais lenta nos caes, a despeito da utiliza?ao da especie como modelo 

experimental, do que nos animais de producao. Isto se deve, alem de outras 

considera9oes, a particularidades da biologia reprodutiva da especie canina, que 

dificulta e inviabiliza a transposicao de conceitos e tecnicas utilizadas nas outras 

especies domesticas. 

O congelamento ou resfriamento de semen e a sua utilizacao tropecam em 

detalhes inerentes a especie canina, por exemplo: baixa viabilidade espermatica pos-

descongela9ao/pos-resfriamento, identifica9ao do momento ideal da ovula9ao nas 

femeas e tecnicas de I.A intra-uterina utilizadas. Esses fatores sao provavelmente as 

causas que se pode explicar a pouca difusao dessa biotecnia na especie canina. 

Porem, hoje em dia existem muitos trabalhos que estao sendo realizados, 

levando em conta as necessidades da celula espermatica canina, estimulando assim o 

aprimoramento de tecnologias de semen canino. 
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