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1. INTRODUCAO

O primeiro relato positivo do uso de sémen congelado canino para
inseminacao artificial foi publicado em 1954 (HARROP, 1954). Depois disso o
mercado para a utilizacdo de sémen canino para reproducéo assistida (RA) cresceu
bastante (GOERICKE-PESCH, 2012) possuindo como interesses: clinico,
econdmico, zootécnico, afetivo e ambiental, uma vez que as técnicas utilizadas para
caninos domésticos podem ser extrapoladas para conservacdo de canideos
silvestres (OLIVEIRA, 2003).

As tecnologias de preservacdo do sémen sdo extremamente importantes na
RA. Esses técnicas tornam possivel que se armazene o sémen por dias
(resfriamento) e até anos (congelamento), sendo que 0 grau sucesso esta
intimamente interligado com a utilizacdo de crioprotetores e diluidores adequados
(RODENAS 2014), pois € um processo estressante para a célula, provocando
choque térmico e osmotico, que geram dano ao espermatozoide, estimulam a
apoptose celular e diminuem a porcentagem de espermatozoides moéveis
(AGARWAL, 2014). Ou seja, criopreservacdo é sindbnimo de crioinjaria devido a
formacao de cristais de gelo e a alta pressdo osmética, que fazem com que ocorra
uma perda de funcdo espermatica bastante insatisfatéria no descongelamento (JIN,
2016), se fazendo necesséria a utilizacdo de produtos adequados para a espécie de
forma a minimizar os resultados negativos da técnica. Alguns crioprotetores e
diluentes que sao de origem animal, como por exemplo o TRIS gema, tem um
resultado excelente, porém sdo fontes potenciais de contaminacdo que podem
reduzir a fertilidade dos espermatozoides e transmitir doencas e por isso alternativas
mais viaveis e seguras sao procuradas (BOUSSEAU, 1998).

Além disso, outro fator que complica o sucesso das tecnologias de RA é o
fato de que normalmente os reprodutores sdo escolhidos devido a uma (ou mais)
caracteristica (s) fenotipica(s) e ndo necessariamente devido a caracteristicas
genotipicas ou qualidade seminal, sendo que pouca atencdo se prestou a
heritabilidade da fertilidade, muitas vezes esta sendo completamente ignorada como
por exemplo no caso do reprodutor apresentar excelentes caracteristicas da raca e
for ganhador de diversos prémios (ENGLAND, 2010).

Tendo em vista 0 mau congelamento/resfriamento de alguns reprodutores e
do risco que os diluentes e crioprotetores de origem animal representam, foi-se
proposto testar a viabilidade de um diluente comercial (Botudog TURBO ®) como
alternativa no descongelamento do sémen canino em comparacao ao TRIS gema.
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2. METODOLOGIA

Coletou-se a porcéo rica do sémen de cinco cdes adultos de racas variadas
através da técnica de estimulacdo digital. Foi avaliada se a motilidade era igual ou
superior a 80%, sendo diluido com Tris-gema (2,49 TRIS; 1,49 acido citrico; 0,89
glicose; g.s.p 100mL de &gua para injecédo; 20% de gema de ivi; pH 6,86), com
diluicdo igual a 200x10¢ espermatozoides/mL. Foi, entdo, refrigerado a 4°C durante
uma hora e apo6s foram rediluidas (1:1) com glicerol estabilizado a mesma
temperatura. Apés novo periodo de estabilizacdo, 15 minutos, as amostras foram
acondicionadas em paletas de 0,25mL e posicionadas 6 cm acima do vapor de
nitrogénio liquido por 10 minutos, sendo depois submersas neste. permanecendo
imersas em nitrogénio liquido durante algumas semanas.

O primeiro diluente (controle) foi TRIS gema, preparado da mesma forma que
foi descrito anteriormente. O segundo diluente foi comercial (Botudog TURBO ®) e
foi preparado de acordo com a orientacdo do fabricante. Cada diluente foi separando
cinco aliquotas de 100uL e cada aliquota foi acondicionada em um tubo ependorf de
0,5mL, sendo mantidos em placa aquecida a 37°C durante 10 minutos para
estabilizacdo. Apds este tempo, as paletas foram descongeladas cuidadosamente
em banho-maria a 37 °C durante 30 segundos, sendo dividido em duas fracGes de
50 L, uma para o grupo controle (TRIS gema) e a outra para 0 grupo tratamento
(Botudog TURBO ®). Sempre mantidas na placa aquecida, foram avaliadas através
do sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis Sperm Version® 3.5 —
Minitub, Tiefenbach, Germany), conforme proposto por Iguer-Ouada et al (2001),
com 10 minutos, 30 minutos, uma hora e duas horas apds o descongelamento. Os
dados foram analisados através do sistema ANOVA para variancia, sendo o p<0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Além do uso de substéancias crioprotetoras de forma a minimizar a quantidade
de dano que a célula espermatica sofre, é bastante comum a utilizacdo de
substancias apés o descongelamento ou apdés um resfriamento longo de forma a
aumentar os niveis de energia do espermatozoide, como é o caso da cafeina. A
gema de ovo foi escolhida como controle por ser um crioprotetor ndo penetrante que
serve como fonte externa de energia, pois é rica em gordura, proteina, sendo a parte
mais caldrica do ovo e responsavel pelo sustento do pinto, possuindo diversos
estudos que provam sua eficacia (WATSON, 1981).

Foi possivel notar uma grande diferenca de agcdo em ambos os diluentes.
Enquanto o diluente controle parece ter agido de forma mais imediata (Figura 1),
melhorando a qualidade e a movimentacdo espermatica durante a primeira hora,
guando esta comecou a decair.
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Figura 1: andlise de motilidade espermatica de cinco machos no grupo controle (TRIS gema) em quatro periodos
de tempo - 10 minutos (1), 30 minutos (2), 1 hora (3) e 2 horas (4).
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O diluente 2 teve uma acdo mais tardia, comecando a melhorar a
movimentagdo espermatica apds uma hora, como pode ser conferido na Figura 2.
Além disso, manteve vivo durante maior tempo os espermatozoides do macho 1,
gue descongelou de maneira bastante pobre.
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Figura 2: andlise de motilidade espermatica de cinco machos no grupo tratamento (Botudog TURBO ®) em
guatro periodos de tempo - 10 minutos (1), 30 minutos (2), 1 hora (3) e 2 horas (4).

Pode-se supor que o diluente 2 talvez precisasse de um maior tempo para a
estabilizacdo ou que possua mecanismo de acdo mais lento, devido as grandes
moléculas de caseina presentes, mas o fato € que ele cumpriu a promessa de
melhorar a qualidade e a duracdo de amostras menos viaveis. Além disso, sabe-se
que dentro da espécie canina existe uma grande variacao individual com relacédo a
resisténcia ao frio e & maneira como essas células reagem aos crioprotetores e
diluentes. O que pode justificar as diferencas em motilidade entre individuos dentro
de um mesmo tratamento. Além disso, existem outros fatores que influenciam na
qualidade seminal e na habilidade de fazer um bom descongelamento, como por
exemplo a idade, normalmente correlacionada a uma producdo menor de
testosterona, tanto em animais mais velhos como mais novos (FUENTE-LARA,
2019). Este fato ja foi reportado também em outras espécies, como humanos
(SLOTER, 2006) e garanhdes (DOWSETT, 1996).

4. CONCLUSOES

Conclui-se, portanto, que ambos os diluentes funcionaram da maneira
esperada ao aumentarem a motilidade espermatica das amostras, porém um de
maneira mais tardia e que apesar dos riscos apresentados, o diluente e crio protetor
TRIS gema continua sendo uma alternativa viavel para a utilizagdo em animais que
descongelam bem ou onde a inseminacdo acontecera rapidamente apds o
descongelamento. Propde-se que o segundo seja utilizado em amostras de menor
qualidade e além disso, propde-se a necessidade de um maior tempo de incubacao
antes da utilizacdo do diluente comercial, sendo necessarios maiores estudos na
area a fim de encontrar alternativas viaveis de diluidores espermaticos que
aumentem de fato a qualidade das aliquotas descongeladas ou que as mantenham
viaveis durante mais tempo.
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