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Resumo

Introducdo: A biotecnologia reprodutiva dos cées, tem sido um método de
escolha para os profissionais que prezam pelo melhoramento genético e que tem
potencializado a reproducdo dos cédes. Esta técnica tem varios privilégios que
serdo relatados ao longo deste trabalho. Vale ressaltar sobre a importancia de
ter conhecimento da morfofisiologia reprodutiva dos caes. Além das técnicas de
coleta e criopreservacao dos espermatozoides que também podem influenciar
no processo reprodutivo. Objetivo: Revisar sobre a importancia de
biotecnologias aplicadas a reproducdo na espécie canina, a praticidade e
aplicabilidade das diferentes biotecnologias, o0os meios da coleta e
criopreservacao do sémen e as técnicas e metodos da inseminacao artificial.
Métodos: O trabalho foi realizado por meio de reviséo de literatura, atraves de
bancos eletronicos como Google Académico, Pubmed, Bireme, Scielo, Pubvet,
livros de lingua portuguesa e inglesa, no periodo de 2001 a 2022. Reviséo de
Literatura: Para ter bons resultados na inseminacéo artificial deve-se ter o
conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva da fémea e do macho, o qual permite
melhor resultado na fecundacéo, entender sobre o ciclo estral e seus métodos
de identificacéo, pois a ovulacdo das fémeas pode variar. Importante salientar,
sobre 0s meios de coleta e criopreservacédo do material genético que devera ter
a antissepsia adequada sendo de suma importancia para evitar infeccoes.
Abordar os métodos de inseminacdo, destacando suas vantagens, visto que
todos esses fatores podem influenciar no processo reprodutivo. Consideracdes
Finais: A reproducédo canina € um campo complexo e variado, onde diversas
técnicas e abordagens podem ser aplicadas com o objetivo de melhorar a
gualidade genética, preservar linhagens valiosas e garantir a saude e o bem-
estar dos cées. As biotecnologias aplicadas na reproducédo, como a maturacao
in vitro, a fertilizac&o in vitro e a transferéncia de embrides, oferecem vantagens
significativas em relacdo a reproducdo natural, permitindo maior controle e
otimizacdo dos processos reprodutivos.

Descritores: Inseminacédo artificial em cées, reproducdo dos caes, fisiologia
reprodutiva dos cées, biotecnologia reprodutiva dos caes.
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Abstract

Introduction: Introduction: The reproductive biotechnology of dogs has been a
method of choice for professionals who value the genetic improvement and has
enhanced the reproduction of dogs. This technique has several privileges that will
be reported throughout this work. It is worth mentioning the importance of having
knowledge of the reproductive morphophysiology of dogs. Besides the
techniques of collection and cryopreservation of spermatozoa that can also
influence the reproductive process. Objective: To review the importance of
biotechnologies applied to reproduction in the canine species, the practicality and
applicability of different biotechnologies, the means of semen collection and
cryopreservation and the techniques and methods of artificial insemination.
Methods: This study was carried out by means of a literature review, through
electronic databases such as Google Scholar, Pubmed, Bireme, Scielo, Pubvet,
Portuguese and English language books, in the period from 2001 to 2022.
Literature Review: To have good results in artificial insemination it is necessary
to have knowledge about the reproductive physiology of the female and the male,
which allows better results in fecundation, to understand the estrous cycle and its
identification methods, since the ovulation of females may vary. It is important to
emphasize the means of collection and cryopreservation of genetic material,
which should have the appropriate antisepsis, being of utmost importance to
avoid infections. Address the methods of insemination, highlighting their
advantages, since all these factors can influence the reproductive process. Final
Considerations: Canine reproduction is a complex and varied field, where
several techniques and approaches can be applied in order to improve genetic
quality, preserve valuable bloodlines and ensure the health and welfare of dogs.
Biotechnologies applied to reproduction, such as in vitro maturation, in vitro
fertilization and embryo transfer, offer significant advantages over natural
reproduction, allowing greater control and optimization of reproductive
processes.

Descriptors: Atrtificial insemination in dogs, dog reproduction, dog reproductive
physiology, dog reproductive biotechnology.

INTRODUCAO

A reproducado de pequenos animais em comparacao as demais areas da
Medicina Veterinaria, sempre foi olhada com desleixo, mas desencadeou
interesses em pesquisadores, apos criadores profissionais relatarem problemas
reprodutivos nas fémeas.»2 E importante salientar que os profissionais que
trabalham com o melhoramento canino, tem buscado servicos de qualidade e
produtos que potencializam a reproducao dos cées. Sabe-se que os métodos de
transporte de animais sao inviaveis financeiramente no Brasil devido ao alto
custo cobrado pelo peso da caixa de transporte, com isso, 0 melhor método € a
inseminacao artificial (IA) com sémen refrigerado ou congelado. Esse método

tem o intuito de reduzir os custos, a possibilidade da instalacdo do banco de



sémen para armazenagem do material genético coletado de bons reprodutores,
incluindo os que ja morreram.34

A espécie canina apresenta uma ampla diversidade de racas, cada uma
com suas particularidades genéticas. A biotecnologia reprodutiva tem sido
utiizada para auxiliar na selecdo de caracteristicas desejaveis, como
temperamento, aparéncia e habilidades fisicas, além de contribuir para o
tratamento de problemas reprodutivos e genéticos. Nesse contexto, técnicas
como a inseminagao artificial (1A), a maturacéo in vitro (MIV) a fertiliza¢éo in vitro
(FIV) e a criopreservagdo de sémen e embrides, tém sido amplamente
exploradas.>® Essas técnicas tém o objetivo de prevenir contra doencas
sexualmente transmissiveis, reducdo dos casos de consanguinidade e taxas
hereditarias, contribui no caso dos machos com dificuldade de realizar a monta
natural e possibilita a potencializacdo do sémen de um reprodutor de exceléncia
em varias fémeas. O que resulta na permanéncia e preservacao de um material
genético com alto valor efetivo.®

Dentre as tecnologias, a IA na espécie canina foi relatada como um marco
historico pelo investigador Lazaro Spallanzani que, em 1780, realizou sua
primeira vez. Ele cumpriu todos os métodos adequados, incluindo o aquecimento
dos instrumentos a temperatura corporal para ndo prejudicar a vitalidade
espermatica. Pelo processo de masturbacao ele coletou os sémens de um cao
e inseminou uma cadela, e obteve sucesso com trés filhotes vivos e normais.'3’

Em consideracdo aos machos, a coleta dos espermatozoides
epididimarios é outra técnica que esta em desenvolvimento e de importante valia,
porque permite adquirir materiais genéticos de animais que vieram a 6bito, que
possuem afec¢des que o impossibilite de realizar a monta ou aqueles que nao
tém capacidade fecundante. A viabilidade esperméatica € importante na
criopreservacao dos sémens, pois se houver estresse durante esse processo de
coleta, ocasionara alteracdes espermaticas.®1°

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo revisar sobre a importancia

de biotecnologias aplicadas a reproducdo na espécie canina.

METODOS



Este trabalho foi realizado por meio de revisédo de literatura e busca de
artigos dos bancos eletrénicos tais quais Pubmed, Bireme, Scielo, Google
Académico e em enderecos eletrbnicos governamentais. Além disso, foi
realizada consulta em livros didaticos e publicacdes impressas periddicas.
Foram selecionados trabalhos de literatura médico veterinaria em linguas inglesa

e portuguesa, publicados no periodo de 2001 a 2022.

REVISAO DE LITERATURA

Para entender melhor os métodos de biotecnologia, € importante entender
como funciona o sistema reprodutivo das cadelas e dos cées. A puberdade das
fémeas pode ocorrer entre o0 6< e 24° més de vida. Seu ciclo estral compreende-
se por trés fases: o pro-estro que tem sangramento, desperta a libido do macho,
mas ainda nao esta receptiva a monta; o estro, que € caracterizado quando ela
fica receptiva; o diestro, que é o periodo de repouso entre 0s ciclos estrais; e 0
anestro, caracterizado pelo periodo de inatividade sexual. A cadela pode ovular
dias antes ou apés o estro. Em alguns casos, por ndo demonstrar o cio, pode
ser despercebido, o que enfatiza a necessidade de monitorar o ciclo. Este, pode
ser por meio da vaginoscopia, citologia vaginal, dosagem hormonal
(progesterona plasmatica). Portanto, recomenda-se realizar as dosagens no
inicio e fim do metaestro que € definido pelo momento da instalacdo do corpo
liteo. Nas cadelas. o metaestro ndo possui essa definicdo, visto que € uma
espécie que apresenta uma luteinizacdo precoce ainda na fase de foliculo pré-
ovulatério.11-17

Outros exames complementares para 0s caes que serdo submetidos as
tecnologias de reproducdo, sdo a sorologia para brucelose, cultura e
antibiograma de secrec¢éo vaginal.'®

A técnica de coleta dos odcitos é importante para ter éxito nas biotécnicas
da reproducdo que englobam a producéo in vitro de embrides. Ela pode ser
realizada por duas metodologias, a puncao (PUN) folicular e/ou fatiamento (FAT)
do ovario, considerada a mais utilizada. Vale ressaltar que a idade das cadelas
pode influenciar na quantidade e qualidade dos odcitos coletados. Outro método
de coleta dos odcitos é por via laparotomia, porém € uma técnica mais invasiva,
gue faz perfuséo uterina sem a excisdo do Utero, sendo importante realizar entre

10° e 11° dia ap6s a ovulacéo.'>?7
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Figura 1 - Esquema representativo dos grupos experimentais demonstrando as diferentes
técnicas de recuperagdo dos odcitos na fase folicular, sendo PUN (puncdo dos foliculos),
PUN+FAT (fatiamento dos ovarios que foram anteriormente puncionados) e FAT (somente
fatiamento do outro ovario). Esta técnica foi aplicada para gatas e cadelas.

Fonte: Cunha et al.1®

Nos machos, ha um tipo celular, que € a célula de Leydig, responséavel por
produzir testosterona, controlada pelo hormoénio luteinizante (LH). A testosterona
€ o horménio responsavel pelo desenvolvimento e manutencédo da libido, que
desencadeia mudancas comportamentais como a marcacdo de territério.
Portanto, é importante realizar exames clinicos e androldgicos para avaliar a
estrutura dos testiculos. Vale ressaltar que os caes ndo possuem a glandula
bulbouretral nem a vesicula seminal, que € responsavel pela formacédo do
plasma seminal, com a finalidade de nutrir e diminuir o excesso de acidez do
trato genital da cadela, facilitando o transporte dos espermatozoides. %2

Os fatores como a técnica de coleta do material espermatico podem
influenciar na viabilidade espermética, a combinacdo do diluente, o
processamento do sémen, o método de congelamento e descongelamento
durante a criopreservacao. O ejaculado canino é composto por trés fracdes
distintas: a de origem prostética, de origem testicular, de origem prostatica, como

pode visualizar na imagem abaixo. 1822



10

Figura 2 - As fracBes do ejaculado canino. A: 12 a fracdo ou fracdo prostatica. B: 22a fracdo ou
fracdo espermatica. C: 32 a fracdo ou fracdo prostatica.
Fonte: Uchoa et al.?*

As formas de coleta dos sémens podem ser: pela vagina artificial,
manipulacao digital e a eletroejaculacdo. Existe uma técnica que ainda vem
sendo estudada que nao precisa da ejaculacdo, que é a coleta dos
espermatozoides epididimarios. A flutuacédo € uma técnica cuja funcgao é fatiar a
cauda do epididimo, deixar em um diluidor e esperar que os espermatozoides
migrem para o meio. Outro método € o fluxo retrégrado, que realiza um corte na
juncao do corpo do epididimo onde saira o liquido seminal, apds, deve-se realizar
uma pressao nos vasos deferentes. E possivel realizar esses processos apés a
cirurgia de orquiectomia. Contudo, o sémen obtido nédo tera resisténcia e havera

danos as células espermaticas na criopreservagéo.®?°
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Figura 3 - Coleta de sémen na espécie canina. A: Manipulacdo peniana através do prepucio. B:
Inicio da erec¢do peniana. C: Pénis com irrigacdo sanguinea e ere¢cdo moderada D: Pénis com
irrigacdo sanguinea e erecdo completa. E: Gotejamento da fragdo espermética em tubo
graduado.

Fonte: Uchoa et al.?*

A criopreservacdo € um método de conservacdo dos espermatozoides
com a finalidade de proporcionar a interacdo da membrana celular e gerar
estabilizacdo. Para ndo prejudicar a vitalidade espermética deve-se garantir que
a agua esteja em um ponto adequado. Os crioprotetores mais empregados na
reproducdo canina, sdo o etilenoglicol e dimetilformamida. Diluidores mais
utilizados, como o Tris, solucdo salina fisioldgica, leite desnatado, base de
glicina-gema (gema de ovo), a base de agua de coco.?33L,

A Inseminagéo Artificial (IA) € uma técnica antiga com o intuito de
promover o melhoramento genético, ajudar nos casos de animais com
dificuldades de realizar a monta natural e prevenir contra doencas sexualmente
transmissiveis. A inseminacao pode ser realizada por transferéncia de embrides
e fertilizacdo in vitro, o que possibilita ter descendentes de animais que ja
morreram. Existem duas formas de realizar a inseminacdo artificial sendo por via
intravaginal 1V (depositado direto na vagina) ou via intrauterina (no utero). Na
inseminacao artificial intravaginal (IAIV) deve-se depositar o sémen ao longo da
vagina com o auxilio de uma sonda rigida de plastico, ou a sonda Osiris. E
necessario elevar e apoiar os membros pélvicos por 15 minutos para ter eficacia
(Figura 4).119
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Figura 4 - A: Passagem da pipeta sobre o dedo enluvado na vagina da cadela. B: Introducédo de
sémen. C: Técnica "Carrinho de mao” elevagao dos membros pélvicos da cadela.

Fonte: Kustritz®

A inseminacao artificial por via intrauterina (IAIU) é um método mais
reservado que consiste na deposicdo do sémen dentro do Utero da cadela por
via transcervical e com isso, deve-se ter habilidade e conhecimento da anatomia
da cérvix, mas essa técnica ndo € vantajosa, porque causa desconforto para a
fémea. A IAIU por laparotomia ndo € uma opc¢ao conveniente, visto que se trata
de uma intervencdo cirdrgica com todos os riscos contidos. A IAIU por
laparoscopia também é uma técnica cirargica de ligeira execucdo, pouco
invasiva, e consiste na deposicédo dos sémens em um dos cornos uterinos, onde
0 mesmo migra para o outro corno.?-?4

A maturacao in vitro (MIV), é primordial, pois antecede a fecundacao, a
producéo e o desenvolvimento in vitro de embrides. Nos canideos o0 processo de
meiose ocorre apdés 0 processo de mitose, nas primeiras semanas
subsequentes. A divisdo celular mitética e meidtica consiste em quatro etapas:
préfase (leptoteno, zigéteno, paquiteno, diploteno e diacinese), metafase,
anéafase e tel6fase. E na fase dipl6teno da profase | que os canideos concedem
0s odcitos ainda imaturos, em condi¢do de vesicula germinativa (VG), para o
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interior do oviduto sendo necessério esperar de 54 a 72 horas para que exerca
o estadio de metéfase Il e adquira a aptiddo para sucederem a fecundacéo. Para
gue o odcito seja fecundado e passe pela fase inicial do desenvolvimento
embrionario sdo necessérias alteracdes moleculares e morfoldgicas. Essa
técnica oferece diversos beneficios como o aumento do ndmero de odcitos
utilizaveis, controle do tempo de maturacao, possibilidade de superar problemas
de fertilidade, preservacéo genética e reducdo do risco de doencas transmitidas
pela reproducdo natural.*32-35

A transferéncia de embrides in vitro (TE), € uma técnica que ainda tem
sido estudada por ndo ter uma relevancia no desenvolvimento embrionario in
vitro por conta da sua fisiologia reprodutiva. Esta técnica abrange as etapas de
sincronizagao do estro, monta natural, inseminacao artificial, colheita de odécitos
e maturagao in vitro (MIV), fertilizacéo in vitro (FIV) e a inoculagdo dos embrides
nas receptoras. Para realizar a coleta dos embrides, a tuba uterina devera ser
lavada até o 9° dia pOs-ovulagéo para se obter embrides até o estagio de morula
ou lavar o corpo uterino apos o 10-11° dia nos quais se encontrara tanto moérula
como blastocisto, ambas lavagens s&o procedimentos cirdrgicos. E necessario
ter sincronizacdo entre a doadora e receptora, a qual deve estar em condi¢cdes
enddcrinas necessarias para que ocorra o crescimento embrionario. Apds a
producdo dos embrides in vivo ou in vitro eles serdo transferidos para a
receptora. Se por acaso seu ciclo natural ndo estiver acompanhando a evolucao
do pro-estro ao estro, ela podera ser superestimulada com horménios e apés
sera realizado a inseminacao. Através da TE € possivel aumentar a taxa de
concepcao, utilizar fémeas com problemas reprodutivos, fazer a preservacao
genética e multiplicacdo de individuos valiosos, produzir filhotes em larga escala,
prevenir doencas hereditarias, controlar o intervalo entre as gestacdes,
transportar os embrides a longas distancias.>3°

A fertilizacdo in vitro (FIV), é indicada nos casos de ambiente uterino
alterado, capacitacdo espermatica inadequada, obstrucdo de oviduto,
oligozoospermia e infertilidade de origem desconhecida. Diferente da
transferéncia de embribes (TE), a fertilizacdo é uma biotecnologia que ocorre
fora do utero, ou seja, todo o processo de maturacdo folicular, fertilizagdo e
desenvolvimento embrionario ocorre no laboratério in vitro. Esse método inicia-

se com uma estimulagdo ovariana controlada, para que ocorra a producao de
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oocitos. Vale ressaltar que cada odcito deve receber em média de 50 a 100 mil
espermatozoides moveis e sadios. Apds esse processo, ocorre a producéo de
embrides in vitro, onde os odécitos sdo coletados com o auxilio de
ultrassonografia transvaginal e levados para o laboratério. Se formar pré-
embrides, esses serdo transferidos para o Utero apds 48 a 120 horas da coleta.
Com apenas uma dose de sémen, € possivel disponibilizar para varias doadoras
sem o uso de hormonios (superovulagéo). Para cada 10 embrides transferidos
para as receptoras apenas 40% chegam até o fim da gestacado. Controle preciso
do processo de fertilizacdo: Com a FIV, é possivel controlar e monitorar todo o
processo de fertilizagdo em um ambiente controlado em laboratério. Isso permite
a manipulacdo cuidadosa dos gametas (oOcitos e espermatozoides),
melhorando as chances de sucesso da fertilizacdo. Essa técnica permite superar
problemas de infertilidade, permite a selecdo e a fertilizacdo de odcitos com
espermatozoides de alta qualidade em condicbes favoraveis. aumento das
chances de sucesso, preservacdo genética e reproducao seletiva, diagnostico

genético pré-implantacdo e maximizacdo do potencial reprodutivo.236-38
CONSIDERACOES FINAIS

Considera-se que a biotecnologia aplicada na reproducdo dos cédes vem
sendo estudada e melhorada com as novas tecnologias que abrangem métodos
inovadores, além da importancia de se ter o conhecimento da fisiologia
reprodutiva dos cédes para que tenha sucesso nos procedimentos. Os criadores
responsaveis que buscam melhoramento genético e prevencdo de doencas
sexualmente transmissiveis como, o TVT (Tumor venéreo transmissivel), tem
despertado interesse nessas novas metodologias, vale frisar que para a
realizacdo desta técnica € importante que seja efetuada por um profissional
capacitado, ou seja, um meédico veterinario especializado para exercer tal

funcao, evitando assim problemas futuros.
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