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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilização de dois meios diluidores na 
crioconservação do sêmen canino, considerando os efeitos desses sobre a qualidade 
espermática in vitro, após o descongelamento. Os meios diluidores testados foram 
Tris-leite e o Tris-gema-Equex. Foram utilizados três machos, submetidos a colheitas 
semanais, durante seis semanas, totalizando dezoito amostras em cada delineamento 
experimental. Os testes in vitro aplicados às amostras de sêmen foram avaliação da 
motilidade espermática progressiva; avaliação da integridade da célula espermática e 
do acrossoma, através de análise em microscopia de contraste de fase; e avaliação da 
longevidade espermática, por meio do teste de termo-resistência. A análise 
comparativa entre os meios diluidores evidenciou que não houve diferença entre os 
meios após a diluição, entretanto o diluidor Tris-gema-Equex apresentou valores de 
motilidade progressiva superiores (p<0,05) ao diluidor Tris-leite logo após o 
resfriamento, após o descongelamento e durante o teste de termo-resistência. A 
avaliação da integridade celular também revelou valores maiores de células intactas 
após o descongelamento e ao final do teste de termo-resistência nas amostras diluídas 
com Tris-gema-Equex. 

Palavras-chave: sêmen, cão, congelamento 



ABSTRACT 

The main purpose of this study was to evaluate the use of two extenders in the 
criopreservation of canine semen, considering the effects of those about the sperm 
quality in vitro. The studied were Tris-milk and Tris-yolk-Equex. It was used three 
dogs, collected once a week, during six weeks. The in vitro evaluations applied to the 
semen samples were sperm motility and forward progression; sperm cell and 
acrosome integrity through phase contrast microscopy and sperm longevity through 
the thermo resistance test. The comparative analysis between the extenders showed 
that there was no difference between the extenders after dilution, however the 
extender Tris-yolk-Equex showed increased values (p<0,05) of the progressive 
motility when compared to extender Tris-milk right after cooling, frozen, thawing and 
during the thermo resistance test. The cell integrity evaluation also revealed better 
results from the intact cell after thawing and in the end of the thermo resistance test in 
the diluted samples with Tris-yolk-Equex. 

Keywords: semen, dog, criopreservation 



1 INTRODUÇÃO 

A criopreservação do sêmen canino visa sua utilização em inseminação 
artificial e o armazenamento de material de alto valor genético por tempo 
indeterminado. 

Devido à alta diversidade de raças na espécie canina, a crioconservação do sêmen, 
associada à técnica de inseminação artificial, tornou-se um procedimento importante 
para a preservação das características genéticas e fenotípicas dessas raças. 

A técnica de congelação permite a conservação de linhagens de alto valor, 
principalmente dos machos que, sabidamente, mantêm em sua progénie, 
características desejáveis, proporcionando um prolongamento da vida reprodutiva do 
macho, fato esse desejado por muitos proprietários e criadores. Pode-se citar ainda, a 
preservação de espécies de canídeos silvestres, que estão sob estudo ou em risco de 
extinção. 

Entre as inúmeras as razões para a utilização do sêmen canino congelado, as 
mais citadas são: possibilidade de transporte do sêmen para longas distâncias e o seu 
armazenamento por tempo indeterminado, levando a uma diminuição dos gastos com 
transporte do animal e seu desgaste as com viagens, o que pode refletir negativamente 
na eficiência reprodutiva do animal. 

A inseminação artificial tem sido realizada na espécie canina há muito 
tempo, sendo que o primeiro registro data do século XVIII, por Spalanzzani em 1776 
(MIES FILHO, 1982) porém, a criopreservação do sêmen canino foi realizada, pela 
primeira vez e de forma experimental, na metade do século passado. 

A primeira congelação de sêmen de cão realizada com sucesso, foi descrita 
por ROWSON (1954). Já os primeiros relatos de inseminação artificial, que 
resultaram em prenhez em cadelas, com o uso de sêmen congelado, foram realizados 
por SEAGER em 1969. Porém, as taxas de prenhez obtidas foram em torno de 10%. 



Após esse resultado, outros trabalhos foram conduzidos, para adaptação da melhor 
técnica para a congelação de sêmen em caninos. 

Até os dias atuais, a utilização do sêmen criopreservado, nessa espécie, não 
está amplamente difundida e a maior razão para isso ainda é os resultados 
insatisfatórios das taxas de prenhez e número de filhotes. 

No entanto, na última década houve maior interesse na inseminação 
artificial e na criopreservação do sêmen na espécie canina. Assim, tornou-se 
fundamental ampliar os conhecimentos sobre as características do sêmen canino, 
manipulação adequada do sêmen após a colheita e o processo de criopreservação. 
Técnicas para o congelação de sêmen canino precisam ser aperfeiçoadas para 
maximizar a taxa de gestação e aumentar o número de doses para inseminação obtidas 
de um único ejaculado. Para melhorar estas técnicas, investigações simultâneas de 
diferentes aspectos do processo de crioconservação devem ser realizadas a fim de 
encontrar a melhor combinação entre diluentes, crioprotetores e a congelação. 

O objetivo deste trabalho foi observar e comparar os efeitos de diluentes 
contendo leite desnatado ou gema de ovo e sódio dudecil sulfato1, sobre a motilidade 
espermática e a integridade do acrossoma, durante a crioconservação. 

1 Sódio dudecil sulfato (Equex STM Paste®). 



2 REVISÃO DA LITERATURA 

A crioconservação de sêmen de cão visa o armazenamento de material 
genético por um período de tempo ilimitado, possibilitando a transmissão de 
características de animais de alto valor genético, através de gerações e mesmo após a 
morte do animal. 

São várias as razões para a utilização do sêmen congelado, como a 
possibilidade de transporte desse sêmen por longas distâncias, o que acarretaria em 
diminuição de gastos com o transporte do animal e diminuição do desgaste do animal 
durante o transporte (LINDE-FORSBERG e FORSBERG, 1989). 

MORTON (1986), cita também a preservação de espécies de canídeos 
silvestres, que estão sob estudo ou em risco de extinção. 

O primeiro sucesso no resfriamento de sêmen de cão foi alcançado por 
HARROP (1956), quando após 6 dias de transporte obteve gestação em uma das seis 
cadelas inseminadas. Alguns anos mais tarde SEAGER (1969), relatou sucesso na 
inseminação usando sêmen congelado, porém com taxas de prenhez em torno de 10%. 
Desde então inúmeras pesquisas vêm sendo realizadas a fim de investigar e descobrir 
novas técnicas de conservação e a obtenção de taxas de concepção satisfatórias. 

2.1 ETAPAS DO PROCESSAMENTO DO SÊMEN 

2.1.1 Avaliação do sêmen 

A avaliação do sêmen é classicamente realizada considerando-se os aspectos 
macroscópicos, microscópicos e físicos (SILVA, 2001). 



A avaliação do sêmen destinado à criopreservação é geralmente realizada 
apenas na segunda fração espermática ou fração rica em espermatozóides. Mas 
embora seja apenas esta a fração de interesse, pela presença das células espermáticas, 
deve-se estar atento para alterações na fração prostática, pois qualquer modificação 
pode interferir com o desempenho reprodutivo do cão (JONHSTON et al., 2000). 

O ejaculado canino pode ser facilmente fracionado durante o procedimento 
de colheita, de acordo com a mudança das frações do ejaculado (GILL et al., 1970). 

Volume, coloração, viscosidade e aspecto do sêmen são os parâmetros 
macroscópicos avaliados. Um ejaculado tem aspecto normal quando possui 
viscosidade leitosa e coloração branca (SILVA, 2001). 

A primeira fração, de origem prostática e coloração transparente, tem o 
volume variando de algumas gotas até 2ml (ENGLAND et al., 1990). A segunda 
fração, de origem testicular e rica em espermatozóides, possui aspecto turvo, leitoso, e 
volume variando entre 0,2 e 4ml (PURSWELL et al., 1992). A terceira fração, 
também de origem prostática, deve ser transparente e seu volume pode chegar até 
30ml (SILVA, 2001). 

Microscopicamente, avalia-se a motilidade, vigor, concentração e 
morfologia espermática. 

A motilidade diz respeito ao percentual de espermatozóides móveis numa 
amostra, enquanto vigor refere-se à força de deslocamento, em uma escala de 0 a 5, 
onde 0 significa espermatozóides sem motilidade e 5, espermatozóides com 
deslocamento rápido e contínua progressão para adiante (SEAGER e PLATZ, 1977b). 
Para determinação desses parâmetros o método mais usual, porém menos preciso, é o 
da avaliação subjetiva em microscopia ótica, com aumento de 100 a 400x, à 
temperatura de 37°C. Uma avaliação mais objetiva da motilidade pode ser feita 
através da análise computadorizada assistida do sêmen, mas seu uso ainda é restrito 
entre os pesquisadores (ELLINGTON et al., 1993; GÜNZEL-APEL et al., 1993). 

A concentração espermática pode apresentar variação, tanto entre as raças, 



como num mesmo animal, dependendo da freqüência de utilização desse macho para 
reprodução. Entretanto, observa-se que a grande maioria dos cães apresenta 
concentrações que variam de 200 a 800 milhões de espermatozóides por mililitro de 
sêmen (SILVA, 2001). 

Apesar da motilidade espermática ser o parâmetro mais utilizado na 
avaliação do sêmen, em algumas condições, pode ocorrer baixa capacidade 
fecundante com elevada motilidade espermática, devido a alterações principalmente 
no acrossoma (ENGLAND, 1993). 

Alterações no acrossoma, interferindo diretamente na fertilidade do sêmen, e 
outras patologias espermáticas são comumente encontradas no sêmen após 
descongelação, entre elas, defeitos na peça intermediária e cauda enrolada ou 
fraturada (MORTON e BRUCE, 1989). 

Segundo OETTLÉ (1993), acredita-se que a morfologia espermática esteja 
mais bem relacionada com a fertilidade do que com outros parâmetros. 

As alterações morfológicas podem ser classificadas como primárias ou 
secundárias de acordo com a sua origem. Na espécie canina, o total de defeitos, entre 
primários e secundários, não deve ultrapassar 30%, sendo 10% defeitos primários, 
originados na formação da célula espermática e 20% defeitos secundários, surgidos na 
maturação, armazenamento, transporte ou até mesmo na manipulação do sêmen 
(CBRA, 1998). 

2.1.2 Diluição do sêmen 

A diluição do sêmen é essencial para o sucesso da técnica da 
crioconservação, pois os componentes dos meios diluidores fornecem condições para 
a sobrevivência do espermatozóide (SILVA, 2001). 



A membrana plasmática é apontada por ser o local no qual as injúrias 
induzidas pelo congelamento iniciam (MORRIS, 1981) e o diluidor tem como função 
auxiliar na preservação da integridade da membrana plasmática, além de fornecer 
energia para o espermatozóide e estabilizar o pH do meio (LINDE-FORSBERG, 
1991). 

Um bom diluidor caracteriza-se pela ausência de toxicidade à célula 
espermática, é isotônico, tem poder nutritivo, é um tampão eficaz, além do seu pH 
favorecer a sobrevivência dos espermatozóides, e por último, o meio diluidor deve ser 
de fácil preparo e baixo custo (SILVA et al., 2000). 

O sêmen é diluído para alcançar uma concentração padrão antes do 
congelamento. PENA e LINDE-FORSBERG (2000b), reportam uma concentração de 
200 x 106/ml resultando em melhor taxa de motilidade imediatamente após o 
descongelamento e durante o período de incubação, e ainda mantendo a adequada 
integridade de acrossoma. 

2.1.3. Componentes do meio diluidor 

Muitos diluentes têm sido estudados para a crioconservação de sêmen 
canino. Os diluentes à base de TRIS (tris-hidroxymethyl-aminometano) e citrato de 
sódio, contendo gema de ovo e uma fonte de energia, são comumente utilizados tanto 
em situações práticas quanto em experimentais com boas taxas de fertilidade, sob 
diferentes concentrações do crioprotetor glicerol (ENGLAND, 1993; FONTBONNE e 
BADINAND, 1993a). 

O metabolismo espermático resulta na produção de íons hidrogênio, 
tornando o meio ácido e diminuindo a sobrevivência espermática, o que se pode notar 
pela diminuição da motilidade progressiva. O pH ótimo para os espermatozóides 
caninos está entre 6,9 e 7,1, embora a média da segunda fração do ejaculado canino 



seja aproximadamente 6,5 (ENGLAND, 1993). SMITH2, citado por ENGLAND 
(1993), demonstrou que uma melhor motilidade é mantida no sêmen congelado em 
pH 7,0. Os sistemas tampões devem, portanto, estar presentes nos diluentes para 
garantir a manutenção do pH e sobrevivência dos espermatozóides. 

Vários meios tampões têm sido estudados para a preservação do sêmen 
canino. FOOTE e LEONARD (1964), observaram que o tampão citrato foi superior 
ao fosfato, para a sobrevivência dos espermatozóides. Ainda verificando os 
componentes dos meios diluidores, FOOTE (1964) relata que o tampão bicarbonato 
foi prejudicial à sobrevivência dos espermatozóides caninos. 

SEAGER, em 1969, descreve um diluente contendo 11% de lactose e 
modificações deste foram amplamente pesquisadas e utilizadas posteriormente 
(SEAGER e FLETCHER, 1973; SEAGER e PLATZ, 1977a). 

Os meios tampões introduzidos mais recentemente são os íons dipolares, 
como o Tris (Tris-hidroximetil aminometano) e o Tes (N-tris (hidroximetil) metil 2-
aminoetanosulfônico), associado ao citrato e à gema de ovo (GRAHAM et al.,. 1972). 
Após a introdução destes tampões surgiram várias modificações que têm sido 
amplamente empregadas até a atualidade (SILVA e VERSTEGEN, 1995; PENA et 
al., 1998a; SIRIVAIDYAPONG et al, 2000). 

O Tris, um agente emulsificante usado em medicina humana para combater 
a acidose, é solúvel em água e comporta-se como uma base fraca. Dessa maneira, sua 
utilização no diluidor do sêmen canino previne a acidificação do meio aumenta a 
sobrevivência espermática (SELVA et al., 2000). 

Além dos tampões, os açúcares adicionados aos diluentes possuem papel 
importante, atuando como substrato energético e como componente osmótico. 
BARTLLET (1962), estudando os constituintes bioquímicos do sêmen de cão, 

2 SMITH, F.O. Cryopreservation of canine semen: technique and performance. USA, 1984. 
Tese de doutorado - University of Minnesota. 



observou que os espermatozóides caninos obtêm energia, primariamente, de processos 
glicolíticos. 

Macromoléculas adicionadas aos diluentes tem importância reconhecida 
desde que PHILLIPS e LARDY (1940), descreveram o efeito positivo da gema do 
ovo na preservação do sêmen bovino. Desde então, estudos têm demonstrado que as 
proteínas e lipídios presentes na gema do ovo e no leite desnatado aumentam a 
sobrevivência do espermatozóide durante a crioconservação (BRAUN et al., 1995). 

A gema de ovo é o componente de origem biológica mais largamente 
utilizado na composição dos diluidores de sêmen de cão. Particularmente os seus 
componentes fosfolipídios possuem ação protetora de membranas plasmáticas 
(ENGLAND, 1993). Acredita-se que há uma ocupação, por parte destes lipídios, em 
locais específicos de superfície da membrana, substituindo os fosfolipídios perdidos 
durante o choque o térmico e tornando-as mais resistentes. Assim, lesões secundárias 
associadas ao congelamento podem ser prevenidas (QUINN et al., 1980; WATSON, 
1995; HAMMERSTED et al., 1990). 

Concentração da gema de ovo nos diluidores à base de tris para congelação 
do sêmen canino pode variar de 10 a 20% (FARSTARD, 1996). 

BRAUN et al. (1995), relatam que diluentes contendo leite desnatado 
resultaram em melhores resultados de motilidade e integridade de acrossoma no 
congelamento do sêmen eqüino. LAGARES et al. (1999) e KENNEY et al. (1975) 
quando resfriaram sêmen eqüino em diferentes diluentes obtiveram melhores taxas de 
motilidade total no sêmen diluído em leite desnatado. É provável que isto se deva aos 
fosfolipídios, à caseína e à glicose, contidos nos diluentes a base de leite (PICKETT e 
AMANN, 1987). O diluidor contendo leite desnatado também tem sido amplamente 
empregado na congelação do sêmen caprino, conferindo resultados satisfatórios 
(MELO e NUNES, 1991). 

Outro componente necessário nos meios para congelação é o agente 
crioprotetor. 



Os crioprotetores são essenciais para a congelação da maioria dos sistemas 
biológicos. Esses aditivos, no entanto, não permitem a sobrevivência de 100% das 
células, devido aos efeitos tóxicos dos agentes sobre a célula, o que depende, 
principalmente, da concentração utilizada do crioprotetor (FAHY, 1986). 

Os crioprotetores devem ser substâncias de baixo peso molecular e de baixa 
toxicidade para as células. Os mecanismos de ação desses agentes são de promover a 
redução gradual da concentração de eletrólitos do meio extra-celular, protegendo a 
célula do efeito de solução durante a congelação, possibilitar a saída gradual de água 
intracelular e permitir a estabilização das membranas celulares (VAN DER BERG e 
SOLIMAN, 1969; ALLER et al„ 1995). 

O glicerol, um agente crioprotetor permeável, é o mais utilizado e o que 
apresenta os melhores resultados na congelação do sêmen canino (ENGLAND, 1993). 
Segundo DOEBBLER (1966), o glicerol é classificado como um soluto que se liga 
fortemente aos íons hidrogênio da molécula de água, tornando mais lenta a 
desidratação osmótica a qual célula é submetida durante o congelamento. 

A concentração ótima do glicerol varia de acordo com o diluente, com o 
método de congelação e com a espécie animal em questão. Em cães, a concentração 
varia entre 3 e 11%, pois altas concentrações podem afetar a capacidade fecundante 
do espermatozóide (FOOTE e LEONARD, 1964; FARSTARD, 1996). ALLER et al. 
(1995), afirmam que a toxicidade desse agente é dependente da temperatura do meio e 
com a redução da temperatura, durante a congelação, o seu efeito tóxico torna-se nulo. 

FONTBONNE e BADINAND (1993b), observaram os efeitos do glicerol 
sobre a motilidade espermática do sêmen canino, após a descongelação, variando a 
concentração utilizada do agente, o método de adição e a temperatura de 
glicerolização. Não houve diferença na motilidade espermática quando foi empregado 
3,2 e 6,4% de glicerol e na concentração de 1,6%, observou-se menor motilidade 
espermática. 



Os mesmos autores relataram que o glicerol, adicionado ao meio em uma 
única etapa ou em várias e, tanto à temperatura ambiente, quanto em 5°C, não 
interferiu na qualidade espermática; sugerindo que a concentração mínima de glicerol, 
que irá conferir proteção aos espermatozóides caninos, deva estar entre 1,6 e 3,2% e 
que o agente pode ser adicionado ao meio diluidor à temperatura ambiente e em etapa 
única, o que facilita o processamento do sêmen. 

PENA et al. (1998b) estudaram o efeito do glicerol sobre a qualidade 
espermática, em amostras de sêmen diluídas no meio Tris-citrato e observaram que na 
concentração de 8% as amostras de sêmen apresentaram melhor qualidade 
espermática. Enquanto ROTA et al. (1998) relatam efeitos negativos à longevidade 
logo após o descongelamento e durante incubação quando se faz uma redução na 
concentração de glicerol 5% para 3%, considerando-se parâmetros como integridade 
de acrossoma e longevidade do espermatozóide. ROTA (1997) observou uma melhor 
motilidade com 6% de glicerol adicionado ao diluente quando sódio dudecil sulfato3 

for utilizado. 
Componentes aditivos, como detergentes e aminoácidos, têm sido 

adicionados ao meio diluidor (PENA et al., 1998c). O detergente sódio dudecil sulfato 
tem sido incluído em diluentes, de diferentes espécies, e vêm demonstrando efeitos 
benéficos em javalis (PURSEL et al., 1978), touros (ARRIOLA e FOOTE, 1987), 
garanhões (MARTIN et al., 1979) e ratos (PENFOLD et al., 1993), melhorando a 
motilidade, integridade de acrossoma e conferindo melhores taxas de concepção tanto 
in vitro quanto in vivo. ROTA et al. (1997) observaram em cães o aumento na 
longevidade após o descongelamento, assim como uma melhora na motilidade e na 
integridade da membrana plasmática quando o sódio dudecil sulfato foi adicionado ao 
diluente. 

O componente sódio dudecil sulfato, provavelmente exerce uma ação 

3 Sódio dudecil sulfato, componente ativo do Equex STM Paste 



através da alteração da gema do ovo contida no diluente, pela solubilização de seus 
lipídios protetores. Embora alguns pesquisadores acreditem em efeitos positivos 
diretos do sódio-dudecil-sulfato na membrana plasmática, PURSEL et al. (1978) 
encontraram uma diminuição na motilidade e um aumento nas alterações do 
acrossoma de javali, quando o sódio-dudecil-sulfato foi adicionado ao meio diluente 
sem a presença da gema de ovo (PURSEL et al., 1978; PENA et al., 1998a). 

2.1.4 Centrifugação do sêmen 

Segundo CUNHA e LOPES (1999), os ejaculados caninos apresentam 
grandes oscilações de volume e concentração espermática. Torna-se, portanto, 
necessária à utilização de um método para amenizar tais variações e permitir a 
padronização do processo de congelação do sêmen. 

Alem disso, a incubação prolongada dos espermatozóides diluídos com a 
primeira e a terceira frações do ejaculado, pode afetar a qualidade seminal. 
ENGLAND e ALLEN (1992), observaram um acentuado decréscimo na motilidade 
espermática em amostras de sêmen incubadas com a primeira e a terceira fração. 
DOBRINSKI et al. (1993), também recomendam a centrifugação do sêmen, visando a 
separação completa entre os espermatozóides e o plasma seminal. 

A centrifugação do sêmen canino tem sido utilizada como uma das etapas do 
processo de crioconservação, sendo citado em vários trabalhos, variando somente o 
tempo e a intensidade da centrifugação (OLAR et al., 1989; HAY et al., 1997; ROTA 
et al., 1999). 



2.1.5. Período de equilíbrio do sêmen 

Os espermatozóides de diversas espécies requerem um intervalo de algumas 
horas antes de serem congelados, o que é conseguido durante o período de 
resfriamento e equilíbrio do sêmen, pois, aparentemente, é neste período que as 
células espermáticas adquirem resistência máxima aos efeitos da congelação 
(ENGLAND, 1993). 

Relata-se algo em torno de uma a duas horas para a queda da temperatura de 
37°C para 4 ou 5°C e o mesmo período para o equilíbrio, mas segundo ENGLAND 
(1993), valores descritos pelos estudos são arbitrários na maioria das vezes. 

OLIVEIRA et al. (1999), relataram não haver diferença estatisticamente 
significativa entre 1, 2, 3 e 4 hs para equilíbrio do sêmen no meio de congelação Tris-
gema contendo 6% de glicerol. 

2.1.6. Criopreservação do sêmen 

O processo de congelação deve ser realizado em diversas etapas e requer 
cuidados especiais para não haver perda na qualidade do material (ENGLAND, 1993). 

As taxas de congelação são cruciais para a manutenção da viabilidade 
celular. Se a taxa for ótima e a membrana celular for permeável à água, ela torna-se 
progressivamente desidratada e é funcional após a descongelação. Quando as taxas de 
congelação não são ótimas, a perda de viabilidade das células está relacionada a vários 
eventos, como diminuição do conteúdo de água intracelular, com conseqüente 
aumento das concentrações de solutos intracelulares e precipitação desses solutos, 
levando a alterações de pH (WATSON, 1995). 



O processo de criopreservação espermática representa uma interrupção 
artificial no progresso natural do espermatozóide até a fecundação. Mesmo as 
melhores técnicas atuais de preservação alcançam, em média, cerca de 50% de 
viabilidade celular. Além disso, a maioria dos espermatozóides viáveis possui 
características que os distinguem de antes da congelação (ROTA, 1998). O ciclo da 
criopreservação inclui o processo como um todo, desde a colheita e a diluição do 
sêmen, até a manutenção da capacidade funcional da célula, por um determinado 
período de tempo, após a descongelação (WATSON, 1995). 

Foi estabelecido que cada tipo celular tem uma taxa de congelação ótima 
para sobreviver à criopreservação e, com relação aos espermatozóides, foram 
determinadas várias taxas que podem variar conforme a espécie animal em questão, o 
diluidor utilizado, o método de estocagem do sêmen e a concentração do crioprotetor 
no meio extensor (WATSON, 1995). 

O sêmen canino é comumente congelado no vapor de nitrogênio líquido, por 
ser mais prático, demonstrar melhor custo-benefício que outras técnicas e, ainda, ter 
sucesso já comprovado. Porém, para melhor controle nas mudanças de temperatura e 
obtenção de taxas de congelação com maior repetibilidade, o emprego de um freezer 
programável é recomendado (ROTA, 1998). 

Segundo ROTA et al. (1998), aparentemente, existe uma grande amplitude 
nas taxas de congelação que podem ser aplicadas sobre o sêmen canino. Tal fato pode 
explicar os resultados não consistentes sobre o assunto. 

2.1.7. Descongelação do sêmen 

WATSON (1995), considerando as causas das lesões celulares durante a 
criopreservação, observou que as células criopreservadas podem ser lesionadas 
durante a descongelação. Nessa etapa do processo, a célula está exposta ao fenômeno 



de recristalização migratória, que é a reorganização de micro-cristais de gelo em 
cristais maiores, que podem lesar a membrana plasmática das células. 

Se a taxa de congelação empregada for rápida (formam-se mais cristais de 
gelo), deve-se realizar a descongelação rápida (HAMMERSTEDT et al., 1990), para a 
dissolução dos cristais, antes da ocorrência da recristalização migratória, que causa 
grandes danos à membrana plasmática e organelas celulares. Além disso, 
aparentemente, os espermatozóides são mais sensíveis à entrada de água através da 
membrana plasmática, como ocorre na descongelação, do que à saída de água, como 
ocorre na congelação (WATSON, 1995). 

Assim, a fase de descongelação é uma etapa tão importante quanto a 
congelação para a sobrevivência da célula. Os resultados obtidos com diferentes taxas 
de descongelação para o sêmen canino são contraditórios, indicando que deve haver 
diferenças entre os métodos ideais de descongelação, relacionados às várias técnicas 
de congelação (ROTA et al., 1998). 

Os pesquisadores adotaram várias temperaturas de descongelação em seus 
protocolos de criopreservação do sêmen canino. A descongelação rápida (70°C por 6 
a 8 segundos ou 55°C por 30 segundos) foi citada por FERGUSON et al. (1989), 
WILSON (1993), SILVA e VERSTEGEN (1995), HAY et al. (1997) e PENA et al. 
(1998b). Enquanto a descongelação lenta (37°C a 38°C, por 1 a 2 minutos), foi 
utilizada por DOBRINSKI et al. (1993) e FONTBONNE e BADINAND (1993b). 

OLAR et al. (1989) observaram que a taxa de descongelação rápida (75°C 
por doze segundos) foi superior quanto à motilidade espermática, após a 
descongelação, quando comparada a taxa de 35°C por 30 segundos. 

IVANOVA-KICHEVA et al. (1995) utilizaram duas taxas de descongelação 
(37°C por 8 segundos e 55°C por 5 segundos), para o sêmen canino e relataram que, 
com a taxa mais rápida, a viabilidade (motilidade e longevidade) dos espermatozóides 
foi superior, sugerindo que o rápido aumento na temperatura tenha impedido a 
formação de cristais de gelo maiores dentro da célula. 



Entretanto, YUBI4 (1984) citado por ENGLAND (1993), testou três taxas de 
descongelação para o sêmen de cão e encontrou maior declínio na motilidade 
espermática e na porcentagem de espermatozóides vivos, nas amostras descongeladas 
através da taxa rápida (75°C por 6 segundos), que nas amostras descongeladas com a 
taxa lenta (37°C por 2 minutos). 

2.2. MÉTODOS DE ANÁLISE DO SÊMEN CRIOPRESERVADO 

Para ser fértil, os espermatozóides devem ser capazes de expressar várias 
características, em uma seqüência temporal correta. Além disso, um número suficiente 
de espermatozóides férteis deve estar presente nas proximidades do ovócito, para a 
ocorrência da fecundação (AMANN e HAMMERSTEDT, 1993). A inseminação 
artificial com o sêmen congelado, que consiste no método de análise in vivo, é a 
melhor técnica para se avaliar se os espermatozóides criopreservados mantiveram 
essas características e, conseqüentemente, seu potencial fértil (ENGLAND, 1993). 

No entanto, as análises in vivo requerem um número grande de animais para 
serem realizadas, além disso dependem de uma variedade de fatores que vão muito 
além da qualidade seminal. Entre esses fatores podem ser incluídos o número de doses 
e o volume de sêmen ideal para realização da inseminação, bem como o número de 
inseminações; o local de deposição do sêmen na fêmea; o momento ideal de 
inseminação, considerando-se o ciclo estral e fatores individuais dos animais 
(FARSTAD, 1996). 

Por outro lado, os métodos de análise in vitro podem ser empregados para 
avaliar algumas das características que os espermatozóides férteis detém. No entanto, 

4 YUBI, A.C. Investigations of dog sêmen with particular reference to freezing techniques. 
Dissertação de mestrado - Faculty of Veterinary Medicine, University of Glasgow. 



a previsão da capacidade fecundante de amostras de sêmen pode não ser muito 
precisa, somente com a utilização desses métodos de análise (AMANN e 
HAMMERSTEDT, 1993). Quando os métodos in vitro são usados em conjunto, 
aumenta-se a acurácia em predizer o potencial de fertilidade do sêmen criopreservado 
(ROTA, 1998). 

2.2.1. Análise in vivo da qualidade espermática no sêmen criopreservado 

Nos primeiros estudos em que se empregou o sêmen congelado para a 
inseminação artificial na espécie canina, os índices reprodutivos obtidos foram 
bastante baixos. GIL et al. (1970) obtiveram taxa de prenhez nula, o mesmo sendo 
relatado por ANDERSEN (1972), sendo que ambos os autores utilizaram amostras 
seminais que apresentavam cerca de 50% de motilidade após a descongelação. O 
último autor relatou a prenhez de uma única cadela, quando inseminada pela via intra-
uterina. 

SEAGER et al. (1975) apresentaram dados de estudos realizados num 
período de 5 anos sobre a inseminação artificial com sêmen congelado em caninos. As 
amostras de sêmen foram diluídas em lactose-gema-de-ovo com glicerol e a via de 
inseminação utilizada nas cadelas foi a intravaginal. A taxa de prenhez obtida foi de 
38,7%, nas 156 cadelas incluídas no estudo, valores esses, superiores aos relatados 
anteriormente, porém ainda distantes do ideal. 

Cerca de dez anos depois, FARSTAD (1984) relatou os resultados da 
inseminação artificial em 25 cadelas, com sêmen congelado. A motilidade 
espermática do sêmen descongelado estava entre 30 a 70% e a taxa de prenhez obtida 
foi de 67%, quando a inseminação foi realizada pela via intra-uterina e de 25%, 
quando realizada pela via intravaginal. Demonstrando assim, que o local de deposição 
do sêmen limita a aplicabilidade da inseminação com sêmen congelado. 



Em programas mais recentes de inseminação artificial com sêmen 
congelado, as taxas de prenhez foram de 41,5% para 65 cadelas inseminadas pela via 
transcervical. Observou-se, ainda, que com a utilização de amostras de sêmen de 
baixa qualidade não se alcançava prenhez positiva. No entanto, quando foi utilizado 
sêmen de ótima qualidade e as fêmeas estavam em momento propício para a 
inseminação, a taxa de prenhez elevou-se para 69% (LINDE-FORSBERG e 
FORSBERG, 1989). 

Maiores taxas de concepção são alcançadas quando se utiliza inseminação 
intra-uterina aliada a um ótimo momento de inseminação. A deposição do sêmen no 
útero pode ser realizada por laparotomia, laparoscopia, ou por cateterização cervical, 
técnica que provoca o menor estresse para a fêmea, mas que requer muito treino 
devido à dificuldade de acessar a cérvix da cadela pela sua conformação anatômica 
(FONTBONNE e BADINAND, 1993a; WILSON, 1993; LINDE-FORSBERG, 1995; 
PENA et al., 1998a). 

A baixa taxa de fertilidade quando se utiliza a inseminação intra-vaginal 
sugere que aqueles espermatozóides que sobrevivem ao congelamento e mantêm a 
motilidade após o descongelamento têm a sua capacidade fertilizante prejudicada, 
devido às alterações na membrana plasmática, incluindo alterações de acrossoma, e 
uma baixa longevidade no trato reprodutivo da fêmea. Devido ao curto tempo de 
sobrevivência do espermatozóide após o descongelamento, há a necessidade de 
determinar o momento ótimo para a inseminação assim como a sua deposição dentro 
do útero (LINDE-FORSBERG, 1995; ROTA et al., 1997; PENA et al., 1998; ROTA 
etal., 1998). 



2.2.2. Análise in vitro da qualidade espermática 

As análises in vitro do sêmen devem avaliar a função espermática, isto é, 
avaliar a célula como estando apta ou não para realizar a fecundação do ovócito, 
semelhante ao que seria avaliado em estudos in vivo. Para tal, o sêmen deve ser 
submetido a alguns testes específicos que avaliem, entre outras características, os seus 
parâmetros físicos, a integridade da membrana plasmática, do acrossoma e a 
longevidade do espermatozóide (ROTA, 1998). 

Segundo AMANN (1989), é aceitável que aferições objetivas da motilidade 
espermática, condição de acrossoma e outras características do sêmen estejam, 
significativamente, correlacionadas com a fertilidade. Porém, os espermatozóides 
férteis devem manter e expressar uma série de características, que incluem desde 
estrutura normal de seus componentes funcionais até estabilização de seu conteúdo de 
DNA, passando pela manutenção da viabilidade da membrana plasmática 
(HAMMERSTED et al., 1990). Assim, pode-se supor que todas as características 
presentes em um espermatozóide fértil não são avaliadas ao mesmo tempo, nas 
análises in vitro do sêmen. 

A motilidade da célula espermática e o vigor espermático são critérios 
importantes na avaliação da qualidade seminal, pois os espermatozóides precisam 
estar móveis e obterem hiper-atividade, quando na tuba uterina, para alcançar o 
ovócito e penetrar nas suas camadas de revestimento (AMANN, 1989). No entanto, 
mesmo que a estimativa subjetiva da motilidade, em um microscópio de contraste de 
fase, demonstre repetibilidade, com um mesmo observador, torna-se difícil comparar 
resultados entre diferentes laboratórios (AMANN, 1989; ROTA, 1998). 

Uma avaliação mais objetiva da motilidade pode ser feita através da análise 
computadorizada assistida do sêmen, mas seu uso ainda é restrito entre os 
pesquisadores (GÜNZEL-APEL et al., 1993). 



A motilidade da célula espermática e o vigor espermático foram, durante 
muito tempo, os únicos parâmetros empregados para a avaliação da integridade dos 
espermatozóides, após qualquer processamento do sêmen, como pode ser observado 
em diversos trabalhos (OLAR et al., 1989; DOBRINSKI et ai , 1993; THOMAS et ai , 
1993). Porém, apesar de serem uma expressão da viabilidade espermática, seus 
valores também dependem do ambiente em que os espermatozóides são colocados 
para serem observados e nem sempre correspondem, diretamente, com a capacidade 
fecundante do sêmen (ROTA, 1998). 

Segundo ENGLAND (1993), os espermatozóides podem apresentar 
motilidade espermática alta após a congelação, mas não serem férteis, devido a danos 
em outras estruturas, como o acrossoma, assim, se fazem necessárias outras análises 
do sêmen. SILVA e VERSTEGEN (1995) observaram tal fato, quando congelaram 
sêmen de cão e notaram que as amostras de sêmen que obtiveram motilidade mais 
alta, após a descongelação, não corresponderam às amostras que alcançaram as mais 
elevadas taxas de prenhez na IA. 

A integridade da membrana plasmática e sua funcionalidade são essenciais 
para a viabilidade da célula, como a permeabilidade seletiva da membrana mantendo a 
atividade metabólica intracelular, a composição iônica e o pH. Na célula espermática, 
além da integridade da membrana plasmática, a integridade do acrossoma é 
importante para os eventos da fertilização, principalmente para a fusão da célula 
espermática com o oócito (ROTA et al., 1997). 

Outra análise in vitro do sêmen, considerada imprescindível para se avaliar a 
qualidade espermática é a de integridade do acrossoma. Isso porque a reação 
acrossômica precisa estar ocorrendo em sincronismo com o momento da fecundação e 
se o acrossoma apresentar lesões, pode inviabilizar a reação. Após sua ocorrência é 
que os espermatozóides adquirem novas habilidades, como de penetração na zona 
pelúcida e de fúndir-se com a membrana plasmática do ovócito. Como as membranas 
acrossomais podem sofrer lesões durante o processamento do sêmen, faz-se 



necessário a avaliação de sua integridade para predizer a qualidade do sêmen 
preservado (CROSS e MEIZEL, 1989). 

OETTLÉ (1986) levantou o fato de que o melhor método para avaliar a 
qualidade do sêmen criopreservado, continua sendo o in vivo, com a observação das 
taxas de prenhez obtidas via inseminação artificial. No entanto, devido ao longo 
intervalo do ciclo estral das cadelas, a coleta desses resultados consiste em um 
processo prolongado. Assim, muitos métodos in vitro foram desenvolvidos, com 
intuito de predizer a fertilidade do sêmen e o mais confiável deles parece ser a análise 
da integridade do acrossoma. 

CROSS e MEIZEL (1989) salientaram que existem diferentes métodos que 
podem ser empregados para a avaliação do acrossoma espermático, como microscopia 
de contraste de fase, colorações específicas para visualização do acrossoma, em 
microscopia ótica convencional e marcadores fluorescentes, sendo que cada um dos 
métodos apresenta fatores positivos e negativos. 

A microscopia de contraste de fase permite a visualização do acrossoma, em 
diversas etapas da reação acrossômica e também a identificação das alterações mais 
comuns, que podem ocorrer durante o processamento do sêmen. Porém, na espécie 
canina a visualização é relativamente difícil, pelo tamanho reduzido da cabeça dos 
espermatozóides (CROSS e MEIZEL, 1989). 

IVANOVA-KICHEVA et al. (1995) relataram resultados sobre a avaliação 
do acrossoma em amostras de sêmen que foram submetidas a congelação com três 
diferentes diluidores. A observação do acrossoma foi feita após coloração das 
amostras com vermelho congo e violeta genciana e a visualização em microscopia 
ótica convencional. Após a descongelação, a porcentagem de acrossomas íntegros 
estava em torno de 47%, sendo que, inicialmente, essa era superior a 70%. Os 
acrossomas foram as estruturas celulares mais sensíveis à criopreservação, 
apresentando vários graus de edema ou estando até mesmo ausentes. 

HAY et al. (1997) realizaram um estudo para determinar o melhor método 



para a criopreservação do sêmen canino e, para tal, analisaram alguns parâmetros do 
sêmen, entre eles, a integridade do acrossoma. Utilizaram o corante comercial 
Spermac e observaram, em microscopia ótica convencional, que o número médio de 
espermatozóides, no sêmen fresco, com acrossoma íntegro foi de 95% e, após a 
descongelação, de 23%. 

PENA et al. (1998a) e PENA et al. (1998b) avaliaram a integridade do 
acrossoma dos espermatozóides canino criopreservados, através de microscopia de 
contraste de fase. A porcentagem de acrossomas íntegros, após a criopreservação, foi 
de 52% e de 58%, respectivamente. 

ROTA (1998) avaliou a integridade de acrossoma após a criopreservação do 
sêmen de cão, através da coloração com o corante comercial Spermac e observou o 
acrossoma em microscopia ótica convencional. Relatou-se que cerca de 45% dos 
espermatozóides apresentavam algum tipo de alteração secundária, representando 
diferentes estágios de degeneração acrossomal. Segundo o autor, mesmo que o 
processo de criopreservação do sêmen cause lesões secundárias no acrossoma, não se 
pode excluir a possibilidade de que, se essas lesões forem pequenas, os 
espermatozóides poderiam manter sua capacidade fecundante. 

A avaliação da longevidade dos espermatozóides in vitro se realiza através 
do teste de termo-resistência. A manutenção do sêmen incubado à temperatura 
semelhante à corporal, que é o princípio do teste, parece ser um dos métodos mais 
eficientes, na aferição da qualidade espermática, após o processamento do sêmen. O 
objetivo do teste é mimetizar as condições em que o espermatozóide é submetido nos 
órgãos reprodutores femininos (ENGLAND, 1993). 

O teste de termo-resistência tem sido utilizado em diversos trabalhos, como 
um incremento na avaliação da qualidade espermática do sêmen criopreservado. De 
modo geral, as amostras de sêmen são submetidas a períodos de duas a seis horas de 
incubação, nas temperaturas de 37°C a 39°C (OLAR et al., 1989; FONTBONNE e 
BADINAND, 1993; HAY et al., 1997; ROTA et al., 1997; PENA et al., 1998a; PENA 



et al., 1998b; ROTA et al., 1999). 
ENGLAND e ALLEN (1992), monitorando a proporção de espermatozóides 

móveis e viáveis, observaram que 75% da motilidade inicial haviam sido perdidas 
após um período de 7 horas em amostras de sêmen fresco diluídas no diluente 
Tes/Tris, enquanto nas amostras congeladas com o mesmo diluente a motilidade e a 
viabilidade decaíram em um período de 3 horas. 

ROTA et al. (1997) encontraram uma diminuição na motilidade de 42% 
após 3h de incubação a 38° C quando o sódio ducedil sulfato foi adicionado ao 
diluente na concentração de 0,5%. 

PENA et al. (1998a), estudando a longevidade do sêmen canino congelado e 
que foi diluído com Tris-gema de ovo e 4% de glicerol, observaram que a motilidade 
espermática, imediatamente após a descongelação, foi de 40,4%. Nos momentos 
subseqüentes de observação, os valores encontrados foram de 25,4% aos 30 minutos, 
21% aos 60 minutos e 13% aos 120 minutos, após a descongelação. 



3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Foram utilizados três cães, clinicamente sadios, com idade de dois, quatro e 
sete anos, da raça Dachshund, provenientes do canil Três Pinheiros5. Os animais 
foram mantidos, durante todo o procedimento experimental, sob condições normais de 
manejo alimentar, recebendo ração seca comercial6 duas vezes ao dia e água ad 
libitum. 

Os cães foram submetidos a exame andrológico prévio, sendo analisados os 
parâmetros físicos e morfológicos do sêmen. Após um período de adaptação de três 
semanas, os cães considerados aptos foram utilizados no experimento. 

A colheita de sêmen foi realizada em intervalos semanais, pelo método de 
manipulação digital, durante os meses de abril e junho de 2001. Foram realizadas seis 
colheitas para cada macho, totalizando dezoito colheitas, para o procedimento 
experimental. As colheitas foram realizadas em ambiente apropriado e sempre no 
mesmo local. Para a colheita foram utilizados tubos de centrífuga, de vidro e 
graduados, acoplados a um funil de vidro, mantidos em temperatura ambiente. 

As frações do ejaculado colhidas foram a primeira, a segunda (fração 
espermática) e parte da terceira fração. O restante da terceira fração foi colhido em 
outro recipiente, até o término completo da ejaculação. 

Imediatamente após a coleta, foram avaliadas a coloração e viscosidade 
segundo KRAUSE (1966), e registrados o volume, o pH, a concentração, a motilidade 

3 Canil Três Pinheiros: Piraquara-PR 
6 Níveis de garantia: proteína bruta - 27%; energia bruta - 16%; fibras totais - 2,4%; umidade -

10%; cálcio - 0,8%; fósforo - 0,65%. 



e o vigor espermático. O volume do ejaculado foi verificado por visualização direta do 
sêmen, no tubo de centrífuga graduado, e registrado em mililitros (ml). 

A medida da concentração espermática foi realizada em câmara de Toma 
Nova, utilizando-se sêmen diluído na proporção de 0,05ml de sêmen para 10 ml de 
solução de formol à 10%. O número total de espermatozóides no ejaculado foi obtido 
multiplicando-se o volume de sêmen ejaculado, pela concentração espermática por 
mililitro. 

Uma gota de sêmen foi colocada em uma lâmina de vidro e coberta por uma 
lamínula de vidro, ambas mantidas à temperatura de 37°C, em placa aquecedora, para 
a observação da motilidade progressiva dos espermatozóides, realizada em 
microscopia óptica, em aumento de 400 vezes, e registrada em dados porcentuais. A 
determinação da intensidade do movimento dos espermatozóides (vigor) foi também 
realizada em microscopia óptica, em aumento de 400 vezes, atribuindo-se escala de 0 
a 5, entre os valores mínimos e máximos observados, respectivamente (CBRA, 1998). 

A porcentagem de patologias espermáticas e a integridade de acrossoma 
foram avaliadas adicionando-se 1 a 3 gotas de sêmen em solução de formol-salina 
tamponada e análise em câmara úmida, em microscopia ótica de contraste de fase, 
com aumento de 1000 vezes (HANCOCK, 1957). 

Após a avaliação, o sêmen obtido de cada ejaculado foi dividido em duas 
frações iguais, sendo cada uma delas diluída com meio à base de leite desnatado e 
glicose (KENNEY et al„ 1975), na proporção de 1:1 (CUNHA e LOPES, 1999). As 
amostras foram centrifugadas em 3750 rpm durante 10 minutos para a retirada do 
líquido seminal e padronização das amostras. 

Após a centrifugação e retirada do sobrenadante, cada uma das frações foi 
diluída nos meios testados Tris-gema-SDS7, contendo 0,5% de sódio dudecil sulfato 
(ROTA et al., 1997), e Tris-leite (tabela 1). A proporção de diluente adicionada foi o 

7 Tris-gema-sódio dudecil sulfato (Equex STM paste®). 



suficiente para que fosse alcançada a concentração de 200 milhões de 
espermatozóides por mililitro. 

Foi realizada uma nova avaliação de motilidade e vigor após um período de 
adaptação de 10 minutos. 

TABELA 1- COMPOSIÇÃO DOS MEIOS DILUIDORES TRIS-GEMA-SDS E TRIS-LEITE 
COMPOSIÇÃO DOS MEIOS 

DILUIDORES 
TRIS-GEMA-SDS* TRIS- -LEITE 

Tris (g) 
(Tris-hidroximetilaminometano) 

2,24 2,24 

Ác. Cítrico (g) 1,152 1,152 

Glucose (g) 0,96 0,96 

Glicerol % 6 6 

Gema de ovo % 20 ~ 

Leite desnatado % ~ 20 

Equex STM Paste % 0,5 -

Água bidestilada (qsp/ml) 100 100 

* ROTA et ai (1997). 

O sêmen foi envasado, imediatamente após o período de adaptação, em 
palhetas de acetato de polietileno de 0,5 ml e permaneceu por 2 horas em geladeira, a 
5°C, para resfriamento e equilíbrio. 

Durante a preparação do sêmen para a crioconservação, o mesmo foi mantido 
em temperatura ambiente. 

Todo o processamento inicial do sêmen expendeu, no máximo, 40 minutos até 
que o sêmen fosse submetido ao resfriamento. 

A congelação foi realizada em vapor de nitrogênio líquido, colocando-se as 
palhetas, que estavam em equilíbrio a 5°C, em uma grade posicionada 3 cm acima do 
nível de nitrogênio líquido. 

O sêmen foi pré-congelado, durante 10 minutos, no vapor de nitrogênio 
líquido, e após esse período as palhetas foram mergulhadas no nitrogênio para a 



congelação final do sêmen. Logo após, as palhetas foram colocadas em canister 
apropriado e armazenadas em botijão com nitrogênio líquido. O sêmen foi mantido 
criopreservado, até o momento de sua utilização. 

A descongelação do sêmen foi realizada em banho-maria a 38°C, por 45 
segundos. Logo após o sêmen foi retirado das palhetas e transferido para tubos de 
ensaio pré-aquecidos, onde foram mantidos incubados a 38°C, para serem avaliados. 
A descongelação foi feita entre um a dois meses após a congelação. 

As amostras de sêmen foram avaliadas logo após o descongelamento quanto a 
motilidade, e integridade de acrossoma, conforme a metodologia previamente 
descrita. 

Classificaram-se os espermatozóides quanto à integridade ou não do 
acrossoma, incluindo desde edema e desprendimento até ausência de acrossoma. 

A longevidade dos espermatozóides foi avaliada nas amostras de sêmen, por 
meio do teste de termo-resistência. O teste consistiu em colocar o sêmen 
descongelado em tubos de ensaio, em banho-maria a 38°C. As amostras foram 
submetidas à incubação durante 180 minutos e neste período foram avaliadas quanto à 
motilidade e o vigor espermáticos aos 30, 60, 120 e 180 minutos. Após o término do 
teste de termo-resistência foi novamente avaliada a integridade de acrossoma. 

3.2 DELINEAMENTO ESTATÍSTICO 

O delineamento estatístico adotado foi o de blocos ao acaso com dezoito 
repetições cada. As análises estatísticas incluíram a análise do coeficiente de variação 
e o teste de significância com a distribuição do tipo "t". As médias foram comparadas 
através do teste "t-pareado", com 5% de probabilidade de erro. 

O coeficiente de variação foi definido pela razão entre o desvio padrão da 
amostra e a sua média, em porcentagem. 



4 RESULTADOS 

Na tabela 2 são apresentados os resultados das características seminais dos 
animais incluídos neste experimento. 

Pode-se observar que as características seminais estavam condizentes com 
os parâmetros considerados normais para a espécie canina. Considerou-se, portanto, 
que os animais estavam em condições de serem doadores de sêmen para o 
experimento. 

TABELA 2 - CARACTERÍSTICAS SEMINAIS DOS CÃES DA RAÇA DACHSHUND, UTILIZADOS COMO 
DOADORES DE SÊMEN, CANIL TRÊS PINHEIROS, PIRAQUARA-PR, PERÍODO DE ABRIL A 
JUNHO DE 2001. 

CARACTERÍSTICAS SEMINAIS 
ANIMAIS 

CARACTERÍSTICAS SEMINAIS Cão 01 Cão 02 Cão 03 
Volume (ml) 2,16 ± 0,27 4 ± 0,42 2,85 ± 0,28 

Motilidade (%) 87,5 ± 4,18 87,5 ±4,18 86,67 + 2,58 

Vigor (0-5) 3,5 + 0,54 3,66 ±0,51 3,5 + 0,54 

Concentração (sptz/ejaculado) 440 + 50,26 571,5 ± 74,65 320,5 ± 51,29 

Morfologia 

Defeitos menores (%) 11,83 ±1,47 11,5 ± 1,37 11,16 ± 1,47 

Defeitos maiores (%) 5,5+ 1,05 7,66+ 1,03 4,5 ± 1,04 

Defeitos totais 17,33 ± 1,57 19,17 ±2,14 15,67 ± 1,57 

Conforme pode-se observar nas tabelas a seguir, em algumas fases do 
processamento do sêmen foram observadas diferenças significativas entre os dois 
diluentes propostos, na sua capacidade de preservar a viabilidade celular. 



Não foi observada diferença (P>0,05) na motilidade progressiva dos 
espermatozóides após a centrifugação das amostras no diluente Kenney e posterior 
diluição com os meios testados, como se pode observar na tabela 3 . 

Logo após o resfriamento do sêmen diluído, pode-se observar uma 
diminuição nas médias da motilidade progressiva, em ambas as amostras. Entretanto, 
tal diminuição foi estatisticamente diferente (p<0,05) entre os diluidores testados, 
evidenciando já nesta etapa uma menor capacidade de manutenção da motilidade 
espermática do diluidor Tris-leite (tabela 3). 

TABELA 3 - VALORES MÉDIOS, DESVIO PADRÃO E VALORES DE T, DA MOTILIDADE ESPERMÁTICA (%) 
EM SÊMEN CANINO DILUÍDO APÓS CENTRIFUGAÇÃO E RESFRIAMENTO 

FASE DO 
PROCESSAMENTO DILUIDOR X* S 

t FASE DO 
PROCESSAMENTO DILUIDOR X* S 

Valor Probabilidade 

Tris-leite 80,6a 5,4 

Pós-centrifugação -0,8086 0,4299 

Tris-gema-SDS 81,1a 4,0 

Tris-leite 67,8a 10,9 

Pós-resfriamento -4,6532 0,0002 

Tris-gema-SDS 73,9b 7,2 

* As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo Teste t - pareado. 

Imediatamente após a descongelação das amostras de sêmen, a motilidade 
espermática foi significativamente maior com o diluidor Tris-gema-SDS, quando 
comparado ao diluidor Tris-leite (P<0,05). Tal diferença pode também ser observada 
durante todo o período do teste de termo-resistência, o que denota neste experimento a 
relativa superioridade do diluidor Tris-gema-SDS, em relação ao diluidor Tris-leite, 
na manutenção da motilidade espermática, como pode-se observar na tabela 4 e na 
figura 1. 
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TABELA 4 - VALORES MÉDIOS, DESVIO PADRÃO E VALORES DE t, DA MOTILlDADE ESPERMÁTICA (%) 
EM SÊMEN CANINO DILUIDO, IMEDIATAMENTE APÓS O DESCONGELAMENTO E DURANTE 
O TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA 

FASE DO t 
PROCESSAMENTO DILUIDOR X' S 

T (minutos) Valor Probabilidade 

Tris-Ieite 49,4a 12,7 

O minutos -5,3726 0,0001 
Tris-gema-

62,5b 6,7 
SDS 

Tris-Ieite 46,7a 13,6 

30 minutos -5,3011 0,0001 
Tris-gema- 61,7b 6,4 
SOS 

Tris-Ieite 36,1 a 15,4 

60 minutos -5,3583 0,0001 
Tris-gema-

53,3b 5,9 
SDS 

Tris-Ieite 24,7a 14,5 

120 minutos -7,2327 0,0000 
Tris-gema-

42,8b 12,3 
SDS 

Tris-Ieite 11,4a 10,5 

180 minutos -10,5821 0,0000 
Tris-gema- 31,7b 12,9 
SDS 

* As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<O,05) pelo teste t - pareado. 

FIGURA 1 - MOTILlDAOE PROGRESSIVA (%) IMEDIATAMENTE APÓS O DESCONGELAMENTO E 
DURANTE O TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA EM SÊMEN CANINO DILUIDO 

Oh 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos 



Com relação às patologias espermáticas, não foram observadas alterações no 
número de células com defeitos primários, durante a criopreservação (tabela 5). 

TABELA 5 - VALORES MÉDIOS,, DESVIO PADRÃO E VALORES DE t, DA PATOLOGIA ESPERMÁTICA 
PRIMÁRIA EM SÊMEN CANINO DILUÍDO, IMEDIATAMENTE APÓS O DESCONGELAMENTO E 
AO FINAL DO TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA 

FASE DO 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
DILUENTES 

PATOLOGIAS PRIMÁRIAS FASE DO 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
DILUENTES 

X* S 
t 

FASE DO 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
DILUENTES 

X* S 
valor Probabilidade 

Tris-leite 6,3a 1,1 
0 minutos 0,4964 0,6260 

Tris-gema-SDS 6,2a 1,6 

Tris-leite 7,1a 1,5 
180 minutos -0,9397 0,3605 

Tris-gema-SDS 7,3a 1,4 

* As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo Teste t - pareado. 

No entanto, foi constatado um grande aumento nas patologias espermáticas 
secundárias quando comparou-se a amostra espermática fresca e as amostras diluídas, 
congeladas e descongeladas em ambos os diluentes, como pode-se observar na tabela 
6. 

TABELA 6 - VALORES MÉDIOS DE PATOLOGIA ESPERMÁTICA SECUNDÁRIA EM SÊMEN CANINO 
FRESCO NÃO DILUÍDO E EM AMOSTRAS DILUÍDAS, IMEDIATAMENTE APÓS O 
DESCONGELAMENTO E AO FINAL DO TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA 

SÊMEN 
FRESCO 

FASE DO 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
TRIS-LEITE TRIS-GEMA-SDS 

0 minutos 44±5,5 39,9±3,4 

11,5 

180 minutos 51,6±5,5 46,2±4,6 



O aumento nas patologias espermáticas secundárias foi observado também 
ao final do teste de termo-resistência. Entretanto, tal aumento foi diferente (p<0,05) 
entre os dois diluidores testados. Como se observa na tabela 7, logo após a 
descongelação do sêmen, observou-se que o diluente Tris-gema-SDS conferiu uma 
maior proteção das células durante a criopreservação resultando em um menor 
número de patologias secundárias. 

TABELA 7 - VALORES MÉDIOS, DESVIO PADRÃO E VALORES DE t, DA PATOLOGIA ESPERMÁTICA 
SECUNDÁRIA EM SÊMEN CANINO DILUÍDO, IMEDIATAMENTE APÓS O DESCONGELAMENTO 
E AO FINAL DO TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA ' 

FASE DO 
DILUENTES X* 

t 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
DILUENTES X* S 

Valor Probabilidade 

Tris-leite 44a 5,5 
0 minutos 

Tris-gema-
SDS 

Tris-leite 

39,9b 

51,6a 

3.4 

5.5 

5,4242 0,0000 

180minutos 
Tris-gema-
SDS 

46,2b 4,6 
6,4701 0,0000 

* As médias seguidas de letras diferentes na mesma colima diferem entre si (p<0,05) pelo Teste t - pareado. 

A maior capacidade de proteção do diluente Tris-gema-SDS foi verificada 
também durante o teste de termo-resistência, onde diferença entre eles (p<0,05) foi 
mantida, embora o aumento das patologias secundárias tenha ocorrido em ambos os 
diluentes (tabela 7). 

O grande aumento das patologias espermáticas secundárias totais foi em 
decorrência, principalmente, do aumento das lesões de acrossoma. 

As lesões que ocorreram com maior freqüência foram edemaciamento 
severo, desprendimento parcial e até perda total do acrossoma (figuras 2 e 3). 
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FIGURA 2 - EDEMA SEVERO DE ACROSSOMA EM SÊMEN CANINO APÓS DESCONGELAMENTO, EM 
MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE, AUMENTO DE 1000X. 

J 

FIGURA 3 - DELOCAMENTO TOTAL DE ACROSSOMA EM SÊMEN CANINO APÓS DESCONGELAMENTO, 
EM MICROSPOCIA DE CONTRASTE DE FASE, AUMENTO DE 1000X. 

A avaliação da integridade acrossômica dos espennatozóides revelou que 

houve diferença (P<O,05) entre os diferentes tratamentos após a congelação e 

descongelação do sêmen. Novamente observou-se que o diluidor Tris-gema-SDS 

apresentou melhores resultados, com valores mais elevados de células com acrossoma 

intacto quando comparado ao diluidor Tris-Ieite, como se pode notar na tabela 8. 



TABELA 8 - VALORES MÉDIOS, DESVIO PADRÃO E VALORES DE T, REFENTES À INTEGRIDADE DE 
ACROSSOMA EM SÊMEN CANINO FRESCO, IMEDIATAMENTE APÓS O DESCONGELAMENTO 
E AO FINAL DO TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA 

FASE DO 
PROCESSAMENTO 

(minutos) 
DILUENTES 

INTEGRIDADE DE ACROSSOMA 
FASE DO 

PROCESSAMENTO 
(minutos) 

DILUENTES 
X* S 

t 
FASE DO 

PROCESSAMENTO 
(minutos) 

DILUENTES 
X* S 

valor probabilidade 

fresco - 96,3 1,75 

Tris-leite 65a 4,4 
0 minutos -5,0364 0,0003 

Tris-gema-SDS 68,3b 3,1 

Tris-leite 59,2a 4,9 
180 minutos -6,1484 0,0000 

Tris-gema-SDS 63,3b 4,4 

" As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo Teste t - pareado. 

Ainda na tabela 8, pode-se observar ainda que o aumento das patologias 
secundárias ao final do teste de termo-resistência foi também em decorrência do 
aumento do número de células que apresentavam lesões de acrossoma em ambos os 
tratamentos, embora o diluidor Tris-gema-SDS tenha mantido a melhor capacidade de 
manter a integridade acrossômica, mantendo a diferença (p<0,05) quando comparado 
ao diluidor Tris-leite. 

Pode-se verificar um aumento gradativo do coeficiente de variação 
relacionado às variáveis motilidade progressiva e integridade de acrossoma, em 
ambos os diluentes, durante todas as etapas do processamento que foram avaliadas, 
como observa-se nas tabela 9, 10 e 11. No entanto, no diluidor Tris-gema-SDS o 
aumento nos coeficientes de variação ocorreu mais suavemente que o diluidor Tris-
leite. 



TABELA 9 - COEFICIENTE DE VARIAÇÃO DA MOTILIDADE PROGRESSIVA EM AMOSTRAS DE SÊMEN 
CANINO, APÓS DILUIÇÃO, CENTRIFUGAÇÃO E RESFRIAMENTO 

FASE DO PROCESSAMENTO DILUENTE 
COEFICIENTE 

VARIAÇÃO 

Sêmen fresco — 4% 

Tris-leite 6,7% 
Pós-centrifugação 

Tris-gema-SDS 4,9% 

Tris-leite 16% 
Pós-geladeira 

Tris-gema-SDS 9,7% 

Ao final do teste de termo-resistência as amostras diluídas com o diluidor 
Tris-leite apresentaram uma elevação acentuada no coeficiente de variação referente à 
motilidade progressiva, onde observou-se uma variação de 92,6%, conforme pode-se 
observar na tabela 10. 

TABELA 10 - COEFICIENTE DE VARIAÇÃO DA MOTILIDADE PROGRESSIVA EM SÊMEN CANINO PÓS-
DESCONGELAMENTO 

FASE DO PROCESSAMENTO COEFICIENTE 
(minutos) VARIAÇAO 

0 minutos 

30 minutos 

60 minutos 

120 minutos 

180 minutos 

Tris-leite 

Tris-gema-SDS 

Tris-leite 

Tris-gema-SDS 

Tris-leite 

Tris-gema-SDS 

Tris-leite 

Tris-gema-SDS 

Tris-leite 

Tris-gema-SDS 

25,7% 

10,7% 

29,2% 

10,4% 

42,62% 

1 1 , 1 % 

58,6% 

28,7% 

92,6% 

40,9% 



O aumento no coeficiente de variação referente à característica integridade 
de acrossoma foi menos acentuado que o aumento referente à motilidade progressiva. 

Ambos os diluentes apresentaram aumento nos coeficientes de variação, 
entretanto o meio Tris-gema-SDS obteve o menor índice logo após o 
descongelamento e ao final do teste de termo-resistência (tabela 11). 

TABELA 11 - COEFICIENTE DE VARIAÇÃO DA INTEGRIDADE DE ACROSSOMA EM SÊMEN CANINO PÓS-
DESCONGELAMENTO 

FASE DO PROCESSAMENTO 
(minutos) 

DILUENTE COEFICIENTE DE VARIAÇÃO 

Fresco 1,8% 

Tris-leite 6,7% 
0 minutos 

Tris-gema-SDS 4,5% 

Tris-leite 8,3% 
180 minutos 

Tris-gema-SDS 6,9% 



5 DISCUSSÃO 

Todos os animais que participaram deste experimento se encontravam 
dentro dos limites considerados normais para a espécie canina (SEAGER, 1986; 
JOHNSTON, 1991; LINDE-FORSBERG, 1991; FELDMAN e NELSON, 1996), 
sendo, portanto, considerados aptos a serem doadores de sêmen. 

5.1 MOTILIDADE PROGRESSIVA 

Os valores obtidos de motilidade progressiva do sêmen, neste experimento, 
logo após a descongelação foram semelhantes aos de SILVA e VERSTEGEN (1995), 
WILSON (1993) e STROM et al. (1997), sendo que esses autores utilizaram 
diferentes diluidores e diferentes concentrações de glicerol nos meios. 

No entanto, os resultados obtidos foram superiores aos encontrados por 
OLAR et al. (1989), THOMAS et al. (1993) e DOBRINSKI et al. (1993), que 
encontraram motilidade espermática, após a descongelação, em torno de 27%, 
enquanto a motilidade média dos espermatozóides, nos diluidores Tris-gema-SDS e 
Tris-leite, foi de aproximadamente 62% e 50%, respectivamente, logo após o 
descongelamento. Os autores citados utilizaram protocolos distintos de congelação, 
com diferentes concentrações de glicerol no diluidor (OLAR et al., 1989), diferentes 
métodos de envasamento do sêmen (THOMAS et al., 1993) e diferentes taxas de 
congelação (DOBRINSKI et al., 1993). 

Considerando-se o diluidor Tris-gema-SDS, esse tem sido empregado em 
diversos trabalhos, com resultados próximos aos observados no presente experimento, 
quanto a motilidade progressiva (ROTA et al., 1997; ROTA et al., 1999; PENA e 
LINDE-FORSBERG, 2000b). 



Diluidores contendo leite desnatado têm sido empregados em experimentos 
de criopreservação na espécie caprina (BARBOSA et al., 1999) e equina (PICKETT e 
AMMAN, 1987; BRAUN et al., 1995) com resultados satisfatórios. 

5.2 PATOLOGIAS ESPERMÁTICAS 

Na avaliação das patologias espermáticas, as amostras diluídas em meio 
Tris-gema-Equex demonstraram a maior capacidade deste em proteger a célula 
espermática, embora as amostras diluídas em ambos os diluentes tenham tido um 
aumento significante nas patologias espermáticas secundárias induzidas pela 
crioconservação. 

Tal aumento das patologias secundárias totais nas células espermáticas foi 
em conseqüência, principalmente, do aumento das lesões nos acrossomas 
espermáticos. Segundo CROSS e MEIZEL (1989), as membranas acrossomais podem 
sofrer lesões durante o processamento do sêmen, o que foi observado após o 
descongelamento, quando a porcentagem de acrossomas íntegros decresceu em cerca 
de 30%, se comparada às porcentagens obtidas no sêmen fresco. Parece que os 
espermatozóides, por terem sido submetidos a uma diminuição de temperatura, 
tornam-se mais predispostos a alterações de acrossoma, devido à ocorrência de 
choque térmico, que de modo geral afeta todas as membranas espermáticas, inclusive 
a acrossomal (WATSON, 1995). 

Adicionalmente, OETTLÉ (1986) ressaltou que uma quantidade 
considerável de espermatozóides sofre lesões durante o resfriamento e equilíbrio do 
sêmen. Com isso, torna-se importante a otimização do processamento inicial do 
sêmen, pois está claro que, quanto mais alta a porcentagem de espermatozóides com 
acrossomas íntegros antes da congelação, maior a população espermática viável e com 
potencial de sobrevivência após o processamento. 



As lesões de acrossoma mais freqüentes induzidas pelo congelamento foram 
também as mais graves, como edemaciamento severo, desprendimento e até perda 
total do acrossoma. OETTLÉ (1986) e STROM et al. (1997) relataram que durante o 
processamento do sêmen, a criopreservação é responsável pelo aparecimento de 
lesões severas nos acrossomas. 

Mesmo havendo muitas alterações de acrossoma após a criopreservação, os 
valores apresentados estão bastante próximos dos encontrados por OETTLÉ (1986), 
ENGLAND e PONZIO (1996), STROM et al. (1997), PENA et al. (1998a), PENA et 
al. (1998b) e ROTA (1998) e foram superiores aos obtidos por IVANOVA-
KICHEVA et al. (1995) e HAY et al. (1997). Sendo que, no experimento conduzido 
por HAY et al. (1997) foram utilizadas cinco taxas diferentes de congelação, desde 
taxas lentas até muito rápidas, que podem ter causado maiores danos de acrossoma e 
ser responsável por esse resultado inferior. Enquanto IVANOVA-KICHEVA et al. 
(1995) congelaram o sêmen em pellets, o que pode ter sido responsável por essas 
diferenças nos resultados. 

5.3 TESTE DE TERMO-RESISTÊNCIA 

5.3.1 Motilidade espermática 

Os resultados do teste de termo-resistência evidenciaram que houve uma 
queda acentuada na motilidade progressiva, nas amostras de sêmen resfriado, 
congelado em ambos os diluentes e ao longo das três horas de duração do teste. Tal 
resultado demonstra que os espermatozóides, após serem submetidos a mudanças de 
temperatura, apresentam menor longevidade. 



O resultado da motilidade progressiva durante o teste de termo-resistência do 
sêmen criopreservado com Tris-gema-SDS foi semelhante ao encontrado por HAY et 
al. (1997), que relataram motilidade espermática entre 30 a 50%, após duas horas de 
incubação do sêmen diluído em meio Tris-citrato-gema de ovo. No entanto, PENA et 
al. (1998a) e PENA et al. (1998b) obtiveram resultados inferiores aos observados no 
presente experimento. Estes autores relataram motilidade espermática de cerca de 
15%, após duas horas de incubação do sêmen a 38°C, sendo que os primeiros 
utilizaram em amostras diluídas em meio Tris-citrato-gema de ovo acrescido de 
aminoácidos e os segundos, com diferentes concentrações de glicerol. 

PENA et al., (1998) encontraram valores para motilidade espermática em 
torno de 15% após congelação do sêmen em meio contendo sódio dudecil sulfato e 
incubação durante 2 horas a 39°C. Estes pesquisadores utilizaram concentrações de 
glicerol e sódio dudecil sulfato de 8% e 0,25%, respectivamente. 

Os resultados de motilidade espermática obtidos durante o teste de termo-
resistência utilizando o Tris-gema-SDS foram semelhantes aos encontrados por 
ROTA et al. (1997) e PENA e LINDE-FORSBERG (2000), que relataram cerca de 
40% após três horas de incubação a 38°C em sêmen diluído em Tris-glucose-gema 
adicionado de sódio dudecil sulfato, com concentrações de glicerol e sódio dudecil 
sulfato semelhantes as utilizadas no presente experimento. 

Mesmo havendo resultados semelhantes na literatura, os valores encontrados 
para motilidade progressiva, ao final do teste de termo-resistência, foram baixos. 
Segundo ROTA et al. (1999), um dos fatores que limita a fertilidade do sêmen 
criopreservado, na espécie canina, é o curto período de sobrevivência dos 
espermatozóides, após a descongelação. Essa limitada sobrevivência, pode ser reflexo 
de lesões causadas pela congelação e descongelação, como alterações da organização 
da membrana plasmática ou função mitocondrial ou danos a outras organelas. 

No entanto, esses mesmos autores utilizaram sêmen para inseminação 
artificial em cadelas que havia sido testado em teste de termo-resistência e obtido 17% 
de motilidade espermática, após duas horas de teste. A taxa de prenhez alcançada foi 
de 84%, considerada alta para a espécie. Acredita-se, portanto, que em condições in 



vivo, mesmo os espermatozóides que apresentam baixa motilidade, possam interagir 
no trato reprodutor feminino com fatores que influenciem, positivamente, sua 
longevidade. 

Não foram encontrados estudos que relatem resultados de testes in vitro 
utilizando o tampão Tris contendo leite desnatado na espécie canina. 

5.3.2 Integridade de acrossoma 

O diluidor Tris-gema-Equex apresentou também melhores resultados na 
manutenção da integridade de acrossoma. Tal melhora na capacidade de manutenção 
da integridade de membrana pode ter sido devido à presença do sódio dudecil sulfato 
agindo também como crioprotetor, interagindo com a gema do ovo e protegendo 
contra as possíveis lesões ocorridas durante o congelamento (ROTA et al., 1997). 

Foi observado que as amostras de sêmen diluídas em ambos os diluentes 
apresentaram uma diminuição de aproximadamente 10% no número de células com o 
acrossoma intacto durante as duas horas do período do teste de termo-resistência. Tal 
diminuição deve-se provavelmente aos danos latentes ocorridos durante o 
congelamento e descongelamento e que tornam-se evidentes durante a incubação a 
38°C. ROTA et al. (1997) observaram uma diminuição de 25% durante três horas de 
incubação a 38°C enquanto PENA et al. (1998) encontraram uma diminuição de 60% 
após 4 horas de teste de termo-resistência a 39°C. 

5.4 VARIAÇÃO INDIVIDUAL 

Apesar de ter sido verificado variação individual entre machos em outras 
espécies domésticas, quanto a resistência do sêmen ao resfriamento e ao 
congelamento, poucos estudos abordaram esse fato na espécie canina. Entretanto, 



DAVIES8 citado por ENGLAND (1993) observou que um empecilho para a utilização 
de sêmen criopreservado nessa espécie, seria uma evidente variação individual, entre 
os cães, quanto à sobrevivência do espermatozóide, após a descongelação do sêmen. 

Pôde-se verificar um aumento no coeficiente de variação referente a variável 
motilidade progressiva já após o resfriamento do sêmen. A elevação tornou-se maior 
após a congelação e descongelação do sêmen, indicando variações quanto a 
congelabilidade do sêmen entre os machos utilizados, ou seja, existiram animais que 
apresentaram uma menor resistência do sêmen durante o teste de termo-resistência do 
que outros, semelhante ao relatado por DAVIES8 citado por ENGLAND (1993). 

Uma diferença quanto à resistência do sêmen entre os animais foi evidenciada 
durante o teste de tenno-resistência nos momentos de 30, 60, 120 e 180 minutos, 
quando o aumento no coeficiente de variação foi bastante acentuado para o diluidor 
Tris-leite, enquanto o diluidor Tris-gema-SDS apresentou uma alteração menor. Esse 
resultado demonstra que a variação individual quanto a congelabilidade do sêmen 
pode ser amenizada pelo uso de um diluente que forneça maior proteção ao sêmen. 

Os resultados sugerem que a análise do sêmen somente após o seu 
processamento, sem observações subseqüentes, não evidenciaria essa diferença entre 
os cães quanto à resistência do sêmen, salientando-se assim, a importância da 
realização do teste. 

5.4 VARIAÇÃO ENTRE OS MEIOS DILUIDORES 

O diluidor Tris-gema-SDS apresentou resultados superiores com relação ao 
diluidor Tris-leite em todos os testes que avaliam a viabilidade das células 
espermáticas. Isso demonstra uma superioridade desse diluidor em conferir melhor 
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proteção ao espermatozóide, quando comparado ao Tris-leite. Indicando que os 
espermatozóides que estão mais bem protegidos por um meio diluidor apresentam 
maior longevidade. 

Os dois meios testados diferiram em suas formulações, principalmente, 
quanto à presença do detergente Equex STM Paste®, sendo que o meio Tris-gema foi 
o único que o possuía em sua formulação e foi o diluidor que apresentou os melhores 
resultados. 

O emprego do detergente sódio dudecil sulfato tem sido apontado como um 
agente crioprotetor de importância na conservação de sêmen canino, promovendo um 
maior número de células móveis e viáveis após a descongelação (ROTA et al., 1997; 
PENA et al., 1998; ROTA et al., 1999; PENA e LINDE-FORSBERG, 2000). Tal 
capacidade de criopreservação já se tornou evidente no resfriamento do sêmen, 
durante o qual as amostras diluídas em Tris-gema-SDS mantiveram uma maior 
porcentagem de espermatozóides móveis. 

Segundo PENA e LINDE-FORSBERG (2000), a natureza do efeito benéfico 
do Equex STM Paste sobre a membrana plasmática durante a congelação não é 
completamente entendida. Acredita-se que o sódio dudecil sulfato exerça um efeito 
indireto, através do meio extracelular, modificando a estrutura terciária das 
lipoproteínas da gema do ovo (PURSEL et al., 1978; ARRIOLA e FOOTE, 1987). 

ARRIOLA e FOOTE (1987), observaram que quando espermatozóides 
bovinos eram congelados na presença de Equex, eles se tornavam menos susceptíveis 
aos choques osmóticos induzidos pela adição do glicerol ao meio e PENA e LINDE-
FORSBERG (2000), concluem que a adição de sódio dudecil sulfato ao meio aumenta 
a termo-resistência. 

Os meios diluidores diferiram também em sua composição quanto à 
presença da gema de ovo ou leite desnatado agindo sobre a membrana plasmática e 
suportando a sobrevivência espermática durante a crioconservação. A gema de ovo 
tem sido apontada como um protetor da membrana plasmática dos choques de 



temperatura e é regularmente adicionada aos diluentes de diferentes espécies (QUINN 
et al., 1980; WATSON, 1995). Segundo BLACKSHAW (1954) os düuidores devem 
ser constituídos de gema de ovo ou leite desnatado, pois se sabe que tais diluidores 
quando adicionados ao sêmen, após a retirada do plasma seminal, exercem uma 
proteção efetiva contra o choque térmico, através do mecanismo de fusão da vesícula 
fosfolipídica com a membrana plasmática. Segundo BARBOSA et al. (1999) o leite 
tem efeito crioprotetor por ação da caseína, a fosfoproteína presente no leite, sobre as 
membranas plasmáticas. 

A presença do sódio dudecil sulfato no meio Tris-gema pode ter sido o fator 
diferencial entre os dois meio diluidores, pois meios contendo apenas leite desnatado 
ou gema de ovo sem sódio dudecil sulfato têm sido utilizados em estudos na espécie 
equina, com resultados semelhantes entre si (BRAUN et al., 1995). 

Pelos resultados dos testes, observou-se que o meio diluidor Tris-gema-SDS 
foi superior ao meio Tris-leite desnatado para a criopreservação de sêmen canino, 
nessas condições experimentais. Pois em todos os testes sobre a qualidade 
espermática, após a congelação, as amostras de sêmen submetidas ao meio Tris-gema-
SDS obtiveram médias significativamente maiores que as amostras submetidas ao 
meio Tris-leite. Este fato pode ser atribuído à presença de mais um crioprotetor 
atuando na proteção da membrana plasmática e acrossomal. 



6 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste experimento de avaliação do uso de dois meios 
diluidores, Tris-leite e Tris-gema-SDS, na crioconservação do sêmen do cão foram: 

- O diluidor Tris-gema-SDS proporcionou valores mais altos de 
motilidade progressiva no sêmen pós-resfriamento e pós-
descongelamento. 

- O diluidor Tris-gema-SDS manteve uma maior taxa de motilidade 
progressiva durante o teste de termo-resistência. 

- O diluidor Tris-gema-SDS obteve também melhores resultados de 
integridade de acrossoma no sêmen pós-descongelamento 
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