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Estado da arte de diluidores para refrigeracio e congelacio do sémen de caes
State of the art of extenders for refrigerating and freezing dog semen
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Resumo

A refrigeragdo e a congelacdo do sémen sdo biotecnologias responsaveis por manter a viabilidade
do sémen por periodos mais longos desde a sua coleta até a futura utilizag@o. Os processos de manipulagdo
e armazenamento de espermatozoides podem induzir alteracdes na superficie espermatica, afetando sua
estabilidade e qualidade. Os diluidores, sdo os responsaveis pelo aumento de volume do sémen e pela
protecdo e preservagdo dos espermatozoides nestes processos. O objetivo desse trabalho ¢ avaliar os
diluidores e as biotecnologias aplicadas ao sémen envolvendo desde a coleta, avaliacdo espermatica,
protocolos de refrigeragdo, congelagdo, armazenamento e descongelagdo do sémen.
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Abstract

Cooling and freezing of semen are biotechnologies responsible for maintaining the viability of
semen for longer periods from collection to future use. The processes of handling and storing sperm can
induce changes in sperm surface, affecting its stability and quality. Diluents are responsible for increasing
semen volume and protecting and preserving sperm in these processes. The aim of this work is to evaluate
diluents and biotechnologies applied to semen, involving collection, sperm evaluation, cooling protocols,
freezing, storage, and semen thawing.
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Introducao e breve historico

A utilizacdo de biotecnologias aplicadas ao sémen de caes inclui a utilizagao do sémen diluido,
refrigerado e congelado (Payan-Carreira et al., 2011). A preservacao do sémen por refrigeracdo e posterior
armazenamento ¢ uma biotecnologia muito utilizada no manejo reprodutivo de cées. Varios trabalhos tém
sido realizados objetivando a busca de um diluidor para resfriar e congelar o sémen de cdes. A primeira
utilizagdo bem-sucedida relatada de s€émen refrigerado em caes data de 1954 (Harrop,1954). O primeiro
relato de criopreservagdo de sémen de cdes data de 1954 (Rowson, 1954). Em 1964 houve a primeira
comparacgdo publicada com diferentes diluidores na congelacdo do sémen de cées, a partir de entdo, varias
pesquisas ainda sdo feitas para avaliar os niveis de crioprotetor, os métodos de congelacdo e os tipos de
diluidores (Foote, 1964). O primeiro nascimento de uma ninhada proveniente de inseminagdo em caes
utilizando sémen congelado foi descrita por Seager em 1969 (Flenden, 1971). No Brasil, a primeira
publicagdo sobre sémen congelado de caes foi no final dos anos 90 (Santos et al., 1999).

Coleta do sémen

A coleta do sémen € o passo inicial para a aplicagdo futura das biotecnologias. A manipulagdo digital
do pénis € o principal método de coleta do sémen de caes (Mason, 2018). O sémen de cdes também pode ser
colhido dos epididimos por aspiracdo dos epididimos. (Lopes et al., 2020; Hassan, 2023). A colheita
farmacologica também pode ser realizada utilizando agentes a-adrenergicos (Kuczmarski et al., 2020).

Analise do sémen nos momentos pré e pos refrigeracao e congelagcao
A avalia¢do do sémen deve incluir anélise de pardmetros cinéticos, concentragdo da morfologia

espermatica. Considera-se que a amostra de sémen ideal para se iniciar o processo de refrigeracdo e
congelacdo tenha >70% de motilidade espermatica retilinea, vigor espermatico entre 3-4 (0-5), < 20% de
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alteragdes de morfologia e concentragdo acima de 200 x10° ml (adaptado de BRA. 2013). A anélise dos
pardmetros seminais pode predizer o sucesso do diluidor utilizado para refrigeracéo e a criopreservagdo
(Christensen e Meyers, 2023). Outros pardmetros podem ser avaliados antes e apds a utilizagdo dos
diluidores podem ser avaliados como teste hiposmotico, sondas fluorescentes para avaliar a integridade da
membrana espermatica, teste de ligacdo do espermatozoide a membrana perivitelina da gema de ovo e
analise protedmica do plasma seminal (Araujo et al., 2008, Cavalcanti et al., 2023).

Refrigeracio
Diluidores e sémen refrigerado

O uso de sémen refrigerado tornou-se uma pratica comum no manejo reprodutivo de caes. As
principais vantagens do uso de sémen refrigerado incluem: a facilidade de processamento e envio, baixo
custo do procedimento, porque ndo é necessario nenhum equipamento especial para tal. As taxas de
prenhez ¢ o tamanho da ninhada so maiores em comparagdo com aqueles para s€émen congelado
descongelado quando métodos igualmente bons para o momento do ciclo estral ¢ IA sdo usados
(Fosberg,1995). No entanto, a longevidade dos espermatozoides resfriados ¢ limitada em comparagéo a
qualidade inicial do sémen (Goericke-Pesch et al., 2012). Os espermatozoides caninos podem ser resfriados
¢ armazenados por 96 horas a 5 °C em um diluidor de Tris-frutose com 20% de gema de ovo usando taxas
de resfriamento rapidas, com valores de qualidade espermdtica semelhantes aos de um protocolo
convencional (Rodenas et al., 2014). Diversos diluidores comerciais e ndo comerciais tem sido utilizados
para refrigeracdo de sémen de cdes como: Tris-gema, Botudog®, Minitube®, INRA®, Uppsala (Pefia et
al.,2006; Goericke-Pesch et al, 2012; Lima et al.; 2019; Cavalcanti et al., 2023).

Protocolo basico da refrigeragdo

A fracdo rica do espermatozoide ¢ colhida, analisada e pode ou ndo ser centrifugada (700g x 8
minutos). O diluidor préprio para resfriamento ¢ adicionado na proporgéo 1:1 — 1:4 (conforme concentragao
espermatica da analise), o s€émen ¢ acondicionado em tubo com tampa de rosca ou em recipiente proprio.
Apos a diluicdo ele deve permanecer a 5° C para estabilizag@o na geladeira ou em caixa propria para ser
feita curva de refrigeracdo e posterior envio do sémen (protocolo do autor; Pefia, 2006; Randall, 2020).
Para manter uma temperatura de refrigeragao (5° C), a maioria das caixas de isopor comerciais de transporte
de sémen sdo revestidas com espuma de poliestireno extrudado e usam 1 ou 2 placas de gelo biolégico que
precisardo ser congelados antes do envio. Deve-se garantir que o sémen resfriado ndo entre em contacto
direto com as placas de gelo (Randall, 2020). Existem caixas proprias para transporte de sémen resfriado
que geram 2 curvas de temperatura: uma a 15°C (utilizando 1 gelo) ou 5°C (utilizando 2 gelos), sendo a
amostra para ter viabilidade de até 12 horas usar 1 ¢ acima de 12 horas sempre usar 2 gelos (Botuflex®,
2024). Parametros morfofuncionais de amostras de sémen colhidas e mantidas em refrigeracdo e¢ depois
submetidas ao processo de congelagdo permaneceram comparaveis entre as amostras congeladas apos a
coleta ou apds 24/48 h de transporte, portanto, a congelagao ap6s o transporte resfriado ¢ uma boa opgéo
para evitar o estresse animal e promover uma maior difusdo da criopreservacdo do sémen, facilitando a
oportunidade de criopreservacdo do s€émen para criadores que ndo possuem por perto uma clinica de
reproducdo (Christensen e Meyers, 2023; Colombo et al., 2022). Foi demonstrado que o sémen pode ser
processado em concentragdes mais altas de espermatozoides, como 200 x 10° espermatozoides/mL
imediatamente apds a coleta ou diluido 1:3 sem centrifugagdo do ejaculado, refrigerado por 24h,
centrifugado novamente e o pellet diluido (Sugai et al., 2024).

Congelacio
Diluidores e sémen congelado

Estudos sdo dedicados a formulagdo de diluidores com diferentes tipos de crioprotetores como a
adi¢do de 6% de lipoproteina de baixa densidade (LDL) ao invés da gema de ovo (EY), 1% de lecitina de
soja tipo IV-S em vez de EY, dimetilformamida (DMF) em vez de glicerol e alguns outros aditivos para
diluidores como metformina, ergotioneina e 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) (Bencharif e col., 2010). O
diluidor com crioprotetor para congelacdo de sémen deve ter uma osmolaridade e pH semelhantes em
comparagao com o plasma seminal para permitir a sobrevivéncia dos espermatozoides (Bencharif e Dordas-
Perpinya, 2020). Inicialmente, o sémen canino foi diluido em leite desnatado, posteriormente foram
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desenvolvidos diluidores & base de Tris e frutose, cuja acdo, ao reduzir o metabolismo, preservaram a
motilidade espermatica. A 4gua de coco em p6 também tem sido utilizada como diluidor, sendo composta
por uma mistura de proteinas, sais, agucares, vitaminas, aminoacidos e fatores de crescimento. A
morfologia espermatica parece nao se degradar significativamente pelo processo de
congelagdo/descongelagdo, independentemente do tipo de diluidor utilizado (Christensen ¢ Meyers, 2023).
Em uma recente revisdo sobre os diversos crioprotores para sémen humano, os resultados indicaram que o
glicerol € o agente crioprotetor mais utilizado, geralmente incorporado a uma solugdo salina balanceada
contendo substratos energéticos, tampdes, osmolitos e proteinas na forma de albumina sérica humana ou leite
desnatado (animal) (Hungerford et al., 2022). A maioria das formulagdes dos diluidores utiliza a concentragdo
de 20% de gema como padrao (Pefia et al., 2026). A gema de ovo ¢ um constituinte bésico de varios tipos de
diluidores utilizados para caes e outros animais. A gema de ovo protege a membrana do espermatozoide
contra os choques térmicos e previne ou recupera a perda de fosfolipidios da membrana. Ela tem sido
amplamente utilizada em preservacdo do sémen por ser um complexo bioldgico que contém proteinas,
vitaminas, fosfolipides, glicose e antioxidantes que sdo todos protetores de membrana (Farstad, 2009).
Foram comparados o uso de plasma de gema de ovo (EYP) em vez de gema de ovo (EY) adicionada a pasta
Equex STM baseado em diluidor TRIS para congelagao de sémen de cies e também foi testada se a adigdo
de lecitina e catalase onde o diluidor a base de gema de ovo foi superior aos outros mesmo com a adi¢@o de
lecitina e catalase no diluidor com plasma de gema de ovo (Schéfer-Somi et al., 2021). A férmula base para
congelagdo de cdes é: Tris 3,025g, Acido Citrico 1,7 g, Frutose 1,25g, estreptomicina 0.1g, benzilpenicililna
0,06, glicerol 7ml, Equex ST Paste® 1 ml, Gema de Ovo 20 ml, Agua Destilada qsp 72 ml e ao final pH 7 ¢
osmolaridade de 1498 mOsm. Para resfriamento basta ndo adicionar o glicerol na preparagao e o diluidor tera
pH 6,5 e osmolaridade de 1431 mOsm (Schéfer-Somi et al., 2021). Também existem diluidores comerciais
para congelacdo de sémen de caes como exemplo: Botudog Freezing ® e CaniPlus Freeze®

Protocolos basicos de congelagio

O ntmero de doses inseminantes por ejaculado utilizando o sémen congelado, antes entdo
limitante, pode ser aumentado submetendo os cdes a uma dupla coleta de sémen com intervalo de 1 hora.
Os dois ejaculados foram combinados para criopreservagdo mantendo o comportamento na
congelacdo/descongelagdo (Wanasek et al., 2021). Apds a coleta, o ejaculado ¢ centrifugado (300 - 700 x
g por 5 - 6 minutos) para eliminar parte da primeira ou terceira frac¢do e, o sobrenadante ¢ retirado e
adicionado ao pellet diluente (a uma temperatura semelhante a do sémen) (Randall, 2020). A centrifugacao
resulta em uma taxa de recuperagdo de apenas 75% dos espermatozoides obtidos na coleta de s€émen
(Aurich, 2008). A maioria dos extensores comerciais recomenda uma dilui¢do de 1 parte de s€men para 4
partes de diluidor. O sémen pode ser envasado em palhetas de capacidade de 0,5 ml ou 0,25 ml, criotubos
ou pellets. Comparando-se o envase em palhetas, um trabalho demonstrou que envasar e congelar o sémen
em palhetas de 0,5 ml resultou em 5,7% mais espermatozoides progressivamente moveis 60 min apos a
descongelagdo e 6,5% menos acrossomas anormais do que palhetas de 0,25 mL (P < 0,05 n = 64) (No6thling
e Shuttleworth, 2005). A dose de inseminacdo deve conter pelo menos 150 a 200 x 10° espermatozoides
(Hollinshead e Hanlon, 2017). O protocolo de congelacdo do s€émen varia conforme o tipo de diluidor
utilizado e recomendagdes do fabricante do diluidor comercial em questdo. Tradicionalmente ele pode ser
feito pelo processo lento, no qual primeiro o s€émen sera adicionado da fracdo de diluidor sem crioprotetor
(na mesma temperatura do sémen), mantido em refrigeracdo por 60 minutos a 5 °C e ap6s estabilizagdo de
60 minutos, o diluidor contendo o crioprotetor ¢ adicionado e ha uma nova etapa de 60 min em refrigeragao
a 5 °C. Depois, o sémen ¢ envasado nas palhetas, acondicionado nas racks e submetido a um banho de
vapor de nitrogénio (-70 °C) por 20 minutos e finalmente armazenado em botijao de nitrogénio (Brito et
al., 2016). O processo pode ser rapido, no qual o diluidor a ser adicionado ao sémen ja possui o crioprotetor
e ira para refrigeragdo (5°C) por 120 minutos e depois sera submetido ao banho no vapor de nitrogénio e
imerso em nitrogénio liquido. O sémen sera envasado em palhetas previamente identificadas (protocolo da
rotina do autor; Santos et al., 1999; Pefa et al., 2006; Randall, 2020). Os diluidores mais utilizados para
congelagdo de sémen de cdo sdo Tris-gema-equex, Botudog®, Minitube®, Uppsala-equex (Pefia et
al.,2006; Goericke-Pesch et. al, 2012; Schafer-Somi et al., 2021).

Descongelacio
A descongelagdo das amostras pode ser realizada a 37°C por 1 minuto (Moura et al., 2013) ou a

70°C por 8 segundos (Linde-Forsberg 1991, Pefia et al., 2006). Foi descrito que a descongelagdo em banho
maria a 70°C mostrou uma média de 6,6% a menos de anormalidades acrossomicas do que o sémen
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descongelado a 37°C (N6thling e Shuttleworth, 2005). Independentemente do processo de congelamento,
o protocolo de descongelamento lento pode ser recomendado para a criopreservagdo em larga escala de
sémen canino, uma vez que apresenta um melhor resultado funcional consistente (Brito et al., 2016).

Diluidores para cies bons e maus congeladores

Assim como em machos de outras espécies, no cdo também existem individuos que sdo
considerados bons ou maus congeladores, ou seja, cdes cujo sémen ndo se adapta facilmente as
biotecnologias tanto da refrigeragdo como da congelacdo. Os diluidores comerciais e feitos em laboratorio
de pesquisa existentes no mercado atendem bem a demanda para congelar o sémen da maioria dos caes,
porém em certos casos, para o sémen dos denominados maus congeladores, necessitam um ajuste
praticamente individual para se obter sucesso na congelagdo. Deve-se ter a aten¢ao focada em como lidar
com cdes cujo sémen ndo congela bem, e em desenvolver diluidores para congelagdo individuais para sémen
desses machos (Farstad, 2009). Este fato vem corroborar como a adi¢ao de substancias para melhorar a
qualidade do sémen, seja na nutri¢do do cdo, no diluidor que seré utilizado na congelagdo, bem como nas
amostras descongeladas. A congelabilidade de um espermatozoide canino ¢ determinada pela complexa
interacdo da membrana espermatica ¢ o plasma seminal, diluente e protocolos de resfriamento-congelacao-
descongelagdo. A composicdo da membrana celular do espermatozoide ¢ por bicamada composta
principalmente por fosfolipidios, como colesterol e acidos graxos saturados, além de acidos graxos
polinsaturados. A integridade da membrana ¢ o pré-requisito fundamental para a funcao celular normal pos-
descongelacdo (Schifer-Somi et al., 2022). A viabilidade espermatica refere-se a propor¢ao de
espermatozoides vivos e intactos na membrana em uma amostra de sémen, que é frequentemente usada
como um indicador da qualidade do esperma (Schéfer-Somi et al., 2022). Recentemente, a adi¢do de 0,83
mg/ml de colesterol ligado a ciclodextrina (CLC) no sémen descongelado aumentou a motilidade
progressiva e velocidade dos espermatozoides (Ligocka et al., 2024). Existem diferengas no perfil proteico
do sémen de diferentes ragas caninas, o que pode melhorar as biotecnologias da reproduc@o nesta espécie
(Araujo e colaboradores 2022). A alteracdo da qualidade da membrana espermatica do esperma e/ou do
mecanismo de defesa antioxidante através da suplementagdo dietética continua sendo uma opgao
interessante; no entanto, mais experimentos controlados sdo necessarios para fornecer protocolos
alimentares eficazes ¢ combinacdes ideais de suplementos (Aurich, 2008). Derivados de gema de ovo,
antioxidantes e, mais recentemente, células tronco mesenquimais sao utilizadas com objetivo de melhor a
congelabilidade do sémen canino (Mahiddine e Kim, 2021).

Marcadores moleculares para prever a congelabilidade do sémen de caes

Cada ponto critico das tecnologias de refrigeracdo e congelagdo do sémen de cdes, como
protocolos, e composigdo do diluidor de cdes melhoraram com o passar dos anos. O estudo de marcadores
de integridade estrutural, do estresse oxidativo, de marcadores genéticos e epigenéticos, do proteoma do
espermatozoide e plasma seminal e perfil I lipidico (Araujo et al., 2022; Schifer-Somi et al., 2022; Duracka
etal., 2023).

Sémen refrigerado e congelado/descongelado associado a técnica correta da inseminacgéo

O sucesso da inseminacao artificial em caes requer diagnéstico do momento ideal da inseminagao,
coleta ¢ manuseio do sémen com habilidade e dominio das técnicas de inseminacao. A dose de inseminacao
deve conter pelo menos 150 a 200 x 10° espermatozoides. Espera-se que as taxas de gestacdo sejam
maximizadas usando apenas sémen com mais de 60% de espermatozoides normais e 70% de motilidade
progressiva (sémen fresco) e 40% de motilidade progressiva (s€émen congelado) (Mason, 2018). O sémen
fresco pode ser inseminado via vaginal, enquanto o sémen congelado/descongelado deve ser inseminado
no interior do utero. Sdo relatadas taxas de prenhez de 84% com sémen fresco e 69% com sémen congelado
(Linde-Forsberg, 1991; Mason, 2018).

Consideracoes
Os diluidores e métodos de conservagao dos espermatozoides de cdes mantidos em temperaturas
baixas, seja na refrigera¢ao (5°C) ou na congelacdo (-196 °C), estdo em constante pesquisa € inovagao.

Mesmo existindo formulagdes de diluidores nos quais o s€émen se comporta de maneira excelente, tem que
se pensar no ajuste destas mesmas formula¢des para sémen de cdes considerados mau congeladores.

Rev Bras Reprod Anim, v.48, n.1, p.95-100, jan./mar. 2024 98



A [ .
,”g’f\/—\f Crusco. Estado da arte de diluidores para refrigeragio e congelagdo do sémen de ces.

de Andrologia Anim:

Existem ja descritas técnicas de marcadores moleculares cujo estudo pode incrementar as biotecnologias
da reprodugdo nestas espécies (Araujo et al. 2022; Mahiddine e Kim, 2021).
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