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RESUMO

As biotécnicas de reprodução assistida focadas em animais de pequeno porte adquiriram uma maior relevância no mercado e estão sendo cada vez mais requisitados protocolos eficientes para a preservação de gametas de espécies como a canina. Sendo assim, métodos como a congelação rápida (vitrificação) e a lenta vêm ganhando espaço no âmbito da reprodução animal. A presente revisão tem como objetivo relatar sobre o processo de criopreservação e soluções diluidoras/crioprotetoras envolvidas no sucesso da congelação de sêmen canino. Para tanto foram consultadas bases nacionais e internacionais, com artigos publicados no período de 2002 a 2023. Os estudos destacaram que, ao comparar a vitrificação com a congelação lenta, a motilidade espermática é inferior, apesar dos outros parâmetros se assemelharem. Além disso, foi mostrada a eficácia do uso de extensores nesses processos, como chá verde, trealose, lecitina de soja e água de coco, em que a maioria preservou a viabilidade e integridade dos espermatozoides. Portanto, para promover uma melhor conservação das estruturas espermáticas durante a criopreservação do sêmen de cães, deve-se levar em conta os aspectos biotecnológicos, o uso de extensores, para intensificar esse processo, e a escolha do método de congelação a ser empregado, sendo a vitrificação uma alternativa viável, que já mostrou resultados semelhantes à congelação lenta.
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1 INTRODUÇÃO

Desde o início, as biotécnicas de reprodução assistida foram focadas diretamente no interesse econômico para espécies de cunho comerciais, sendo que as de pequeno porte só adquiriram maior expressividade nesse mercado com o crescimento da relação sentimental entre homem e animal. A possibilidade do mercado para disseminação de material genético bem como a preservação de gametas dessas espécies de valor sentimental, como os cães de companhia, tem suscitado a necessidade de estabelecimento de um eficiente protocolo para a criopreservação de sêmen canino (SOARES et al., 2002).
 	São empregadas duas técnicas para criopreservação de sêmen: congelação lenta e rápida (vitrificação), que vão influenciar diretamente nas injúrias provocadas nas células espermáticas. Na vitrificação, a amostra é diluída em meio contendo altas concentrações de agentes crioprotetores (ACP), responsáveis por permitir a passagem do estado líquido para o cristalino durante a redução brusca da temperatura da amostra, impedindo a formação de cristais de gelo nas células. Já a congelação lenta é realizada por meio da redução gradativa da temperatura da amostra com o auxílio de um freezer programável, o que, por não conter grandes quantidades de ACP, acaba resultando na formação de cristais de gelo nas células (CARRILHO, 2013). Os ACP são substâncias adicionadas na solução diluidora/crioprotetora com função de reduzir os danos aos espermatozoides durante a congelação e influenciam na qualidade espermática pós congelação em cães (RIZZOTO, 2014).

2 OBJETIVO

Relatar sobre alguns aspectos biotecnológicos como processo de criopreservação e soluções diluidoras/crioprotetoras envolvidas no sucesso na congelação de sêmen canino.

3 METODOLOGIA 

O presente relato trata-se de uma revisão de literatura do tipo narrativa, na qual foram consultados trabalhos publicados no período de 2002 a 2023, encontrados na base de dados como Scielo, LILACS, ELSEVIER e Google Acadêmico, utilizando como palavras-chaves: congelamento de sêmen, vitrificação, diluidores, caninos.

4 RESULTADOS

Galarza et al. (2021) comparou a motilidade, velocidade e membranas acrossomais após procedimentos de congelação lenta ou vitrificação de sêmen canino, verificando que o método de congelamento por vitrificação ocasionou motilidade espermática inferior ao método de congelação lenta. No entanto, os demais parâmetros cinéticos foram semelhantes entre as técnicas empregadas.
Abood e Aliawy (2023) utilizou o chá verde durante as etapas de diluição, resfriamento e congelação de sêmen de cães da raça pastor alemão, devido sua ação antioxidante, e avaliou a motilidade e a integridade de membrana plasmática através do uso do sistema de análise computadorizada de sêmen (CASA), obtendo resultados satisfatórios e reduzindo a formação de espécies reativas a oxigênio (ERO), permitindo a manutenção da viabilidade, morfologia e integridade da membrana plasmática dos espermatozoides pós descongelação. 
Cartula-Sánches et al. (2017) estudou os efeitos da técnica de vitrificação de sêmen canino utilizando a sacarose e a trealose, que apresentou resultados inferiores ao congelamento convencional independentemente da composição, concentração ou método de descongelação. A motilidade foi semelhante nas amostras congeladas lentamente e naquelas vitrificadas em meio contendo sacarose 250 mM ou trealose isoladamente e aquecidas a 37°C. Em geral, a vitrificação seguida de temperaturas de aquecimento rápido (65°C) foi mais prejudicial nos parâmetros de motilidade do que temperaturas de aquecimento lento (37°C). Com isso, chegou à conclusão que não se obteve mais vantagens com a combinação desses dois dissacarídeos em diferentes concentrações.
Pipan et al. (2020) buscou aprimorar métodos de vitrificação para preservação de espermatozoides caninos, revelando que a sacarose e a adição de lecitina de soja eram componentes importantes para o sucesso dessa técnica. Além disso observou que a preservação dos espermatozoides e a qualidade pós-vitrificação foi melhor do que em outros estudos caninos usando protocolos de vitrificação. A lecitina de soja é uma proteína utilizada para substituir albumina e gema de ovo em meios de vitrificação para obter boa qualidade de espermatozoides após o aquecimento e transportar as amostras com segurança.
Santos (2023) chegou à conclusão de que a utilização da água de coco in natura como diluente seminal pode ser utilizada na rotina técnica de criopreservação de sêmen canino por ser tratar de um produto de fácil aquisição no mercado, ter baixo custo e permitir a conservação das células espermáticas refrigeradas à 5ºC por até 36h sem adicionar nenhum crioprotetor com comprovados resultados positivos nos parâmetros de integridade e funcionalidade das células espermáticas.
Cardoso (2002) coletou sêmen canino para avalia o efeito da água de coco, gema de ovo e glicerol no resfriamento e criopreservação, sendo testados quatro diluidores à base de água de coco que diferiam quanto à presença ou não da gema de ovo e glicerol. Após o descongelamento, foi observado um efeito benéfico na motilidade, vigor e morfologia espermática após a adição da gema de ovo e glicerol.

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os relatos apresentados destacam a importância dos aspectos biotecnológicos para promover uma melhor conservação das estruturas espermáticas durante a manipulação e congelamento do sêmen de cães. Sendo assim, extensores como água de coco, trealose, rafinose e chá verde se apresentam como uma boa opção de escolha para o médico veterinário utilizar na conservação desses gametas. Além disso, se faz necessário uma atenção para o método de criopreservação mais adequado, sendo a vitrificação uma alternativa rápida, prática e de baixo custo que já mostrou resultados semelhantes à congelação lenta.
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