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RESUMO 

 

A coleta de espermatozoides epididimários é utilizada, experimentalmente, em diversas 

espécies animais, sendo um recurso importante em casos de animais de alto valor genético 

ou de grande estima. O presente trabalho objetivou avaliar a taxa de recuperação de 

espermatozoides da cauda do epidídimo de cães, utilizando as técnicas de flutuação (FL) 

e fluxo retrógrado (FR), após a orquiectomia, avaliando a qualidade destes 

espermatozoides em meio diluidor Tris-gema, a fresco e após a criopreservação. Foram 

utilizados 30 complexos testículo-epididímos (CTE). O material coletado foi levado para 

o Laboratório de Biotecnologia da Reprodução - UFPI para a realização das técnicas 

citadas. Em cada técnica foram testadas quinze amostras de CTE diluídos em Tris-gema. 

Posteriormente, foram avaliadas as características seminais de motilidade, vigor, 

concentração e morfologia espermática, além do teste de termorresistência rápida (TTR) 

nos tempos T0, T30, T60 e T90 minutos após a criopreservação. Foi avaliada a 

integridade da membrana espermática e do acrossoma com o uso de sondas fluorescentes. 

Também foi realizada a análise computadorizada do sêmen (CASA). Para a estatística 

dos dados foram obtidas as médias e desvio-padrão das taxas de recuperação dos 

espermatozoides epididimários, utilizando a Análise de Variância, através do Programa 

Statistical Analysis System for Windows (SAS), empregando o teste de Ducan no caso 

de diferenças significativas entre os grupos testados, sendo considerados significativos 

quando P<0,05. Dos resultados analisados observou-se que não houve diferença 

significativa entre os métodos de flutuação e fluxo retrógrado no sêmen fresco e pós-

criopreservado em relação aos parâmetros de motilidade e vigor. No TTR a partir do T30 

houve influência negativa nestes parâmetros em ambas as técnicas. Para a integridade do 

acrossoma, o tempo afetou a integridade destas células, também a partir do T30. Já na 

porcentagem de células com membrana plasmática íntegra do sêmen pós-criopreservado, 

o tempo não interferiu nas técnicas testadas, mesmo decorridos 90 minutos pós-

criopreservação. Com relação à análise do CASA houve diferença estatística no 

parâmetro seminal de motilidade progressiva entre as técnicas analisadas. Diante do 

presente experimento conclui-se que as técnicas de recuperação espermática epididimária 

podem ser utilizadas para a criopreservação de sêmen de cães recentemente castrados, 

porém mais estudos devem ser realizados para confirmação destes e de novos resultados. 

Palavras – chave: cães, espermatozoides, epidídimo, flutuação, fluxo retrógrado. 
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ABSTRACT 

 

The collection of epididymal spermatozoa is experimentally used in several animal 

species, being an important resource in cases of animals of high genetic value or high 

esteem. The objective of this study was to evaluate the recovery rate of spermatozoa from 

the tail of the epididymis of dogs, using flotation (FL) and retrograde flow (RF) 

techniques after orchiectomy, evaluating the quality of these spermatozoa in dilution 

medium Tris-gem, fresh and after cryopreservation. 30 testis-epididymal complexes 

(CTE) were used. The collected material was taken to the Reproduction Biotechnology 

Laboratory - UFPI to perform the mentioned techniques. Fifteen CTE samples diluted in 

Tris-gem were tested in each technique. Subsequently, the semen characteristics of 

motile, vigor, concentration and sperm morphology were evaluated, as well as the rapid 

thermoresistance test (TTR) at T0, T30, T60 and T90 minutes after cryopreservation. The 

integrity of the spermatic membrane and the acrosome was evaluated with the use of 

fluorescent probes. A computerized semen analysis (CASA) was also performed. For 

statistical data, mean and standard deviation of the epididymal sperm recovery rates were 

obtained using the Statistical Analysis System for Windows (SAS), using the Ducan test 

in the case of significant differences between the groups tested, being considered 

significant when P <0.05. From the analyzed results it was observed that there was no 

significant difference between the flotation and retrograde flow methods in fresh and post 

cryopreserved semen in relation to the parameters of motility and vigor. In TTR from T30 

there was a negative influence on these parameters in both techniques. For the integrity 

of the acrosome, the time affected the integrity of these cells, also from the T30. In the 

percentage of cells with full plasma membrane of post-cryopreserved semen, the time did 

not interfere in the techniques tested, even after 90 minutes post cryopreservation. 

Regarding the analysis of CASA, there was a statistical difference in the seminal 

parameter of progressive motility between the techniques analyzed. In the present 

experiment it is concluded that epididymal sperm retrieval techniques can be used for the 

cryopreservation of semen from recently castrated dogs, but further studies should be 

performed to confirm these and new results 

Key words: dogs, spermatozoa, epididymis, fluctuation, retrograde flow. 
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1. INTRODUÇÃO 

A coleta de espermatozoides epididimários é utilizada, experimentalmente, 

em diversas espécies animais (Granemann et al., 2006; Freire et al., 2012; Mota Filho et 

al., 2012), sendo um recurso importante em casos de animais de alto valor genético ou de 

grande estima, que precisam ser esterilizados ou que vêm a óbito. A técnica possibilita, 

dentro de um determinado período de tempo, a recuperação dos espermatozoides da cauda 

do epidídimo do animal e pode ser uma oportunidade para assegurar a preservação do 

material genético (Freire et al., 2012; Mota Filho; Silva, 2012), já que esses gametas, 

assim que recolhidos, são capazes de resistir à refrigeração, até serem, posteriormente, 

criopreservados (Martins et al., 2007). 

A obtenção de espermatozóides epididimários é basicamente por duas 

técnicas: flutuação e fluxo retrógrado. A primeira consiste em fatiar a cauda do epidídimo 

e deixá-lo em um meio diluidor para que os espermatozoides migrem para o meio (Yu; 

Leibo, 2002). A outra promove um fluxo retrógrado na cauda do epidídimo aplicando-se 

pressão aos vasos deferentes até que o conteúdo da cauda saia através de um corte feito 

na junção com o corpo do epidídimo (Garde et al., 1994).  

Na técnica de flutuação, o complexo testículo-epidídimo é lavado e dissecado 

até o isolamento completo da cauda do epidídimo e do ducto deferente, estes são 

posicionados sobre uma placa de Petri com um diluidor aquecido a 38°C, em seguida, o 

fatiamento do epidídimo é realizado e a solução obtida é recuperada e avaliada (Freire et 

al., 2012). Já a técnica de fluxo retrógrado é a mais indicada, pois as amostras obtidas 

apresentam um menor nível de contaminação e são de melhor qualidade em relação aos 

outros métodos (Martinez-Pastor et al., 2006). Porém, trabalhos mostraram que para a 

espécie canina, a técnica de flutuação parece ser mais eficiente, independentemente do 

diluidor utilizado (Mota Filho et al., 2012). 

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a taxa de recuperação 

de espermatozoides da cauda do epidídimo de cães, após a orquiectomia, utilizando as 

técnicas de flutuação e fluxo retrógrado, bem como avaliar a viabilidade destes 

espermatozoides em meio diluidor tris-gema, podendo assim, oferecer mais uma 

ferramenta de biotecnologia aplicada à espécie canina.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. ANATOMIA DO EPÍDIDIMO E SUAS FUNÇÕES 

O epididimo, do Grego epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testículo), é um 

órgão alongado, localizado na superfície do testículo, monotubular, enrolado em espiral, 

que transporta os espermatozoides dos vasos eferentes para os vasos deferentes (Sullivan 

et al., 2005). Dependendo da espécie, o comprimento do ducto epididimário pode variar 

de 3-4 metros. Morfologicamente, o epidídimo é geralmente dividido em três regiões: 

cabeça, corpo e cauda (Oliva et al., 2009). A cabeça do epidídimo encontra-se firmemente 

anexada ao testículo, local de confluência dos ductos eferentes ao ducto do epidídimo. 

Este último prossegue pelo corpo epididimário em posição medial-longitudinal ao 

testículo. A cauda do epidídimo é o local de estocagem das células até o momento da 

ejaculação, pois o ducto epididimário irá se unir ao ducto deferente (Chandler: Sinowatz; 

Pierrepoint, 1981).  

O comprimento do ducto do epidídimo pode variar de acordo com a espécie, 

sendo, nos cães, de aproximadamente 5 a 8 metros (Schimming; Vicentini, 2001) e tem 

importância primordial de transportar os espermatozoides, sendo imprescindível para a 

maturação espermática (Belleanne; Thimon; Sullivan, 2012). 

Nos mamíferos, o epidídimo possui diversas funções, como principalmente a 

reabsorção dos fluidos oriundos dos túbulos seminíferos, promovendo a concentração e 

o transporte espermáticos, a eliminação dos espermatozoides defeituosos, bem como a 

maturação e o armazenamento dos normais, esta última função é demonstrada pelo fato 

dos espermatozoides ejaculados sobreviverem por cerca de 24 horas fora do epidídimo 

em meio diluidor; enquanto que os que são mantidos na cauda do epidídimo (in vivo) 

permanecem com boa viabilidade por mais de 15 dias. Durante o armazenamento, o 

epidídimo acumula espermatozoides que podem ou não ser utilizados na cópula. O 

volume da cauda do epidídimo reflete a capacidade de armazenamento de 

espermatozoides do macho (Muradas et al., 2006; Mota Filho, 2014). 

O espermatozoide liberado pelo testículo ao alcançar o epidídimo ainda não possui 

habilidade de se movimentar, de reconhecer e fecundar o ovócito, necessitando submeter-

se a transformações ao longo do epidídimo para potencializar a função de formar o zigoto. 

O epidídimo, anatomicamente pode ser dividido em três segmentos: iniciando com a 

cabeça, onde o espermatozoide adquire motilidade progressiva; corpo que o habilita a 
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fecundar; e cauda, local de armazenamento. Vale ressaltar ainda, que as células 

epididimais são especializadas não só em criar o ambiente para amadurecer o 

espermatozoide, mas também para realizar a proteção imunológica (Shivaji, 1988; 

Sullivan et al., 2005). 

Durante o trânsito pelas regiões da cabeça, corpo e cauda dos epidídimos, os 

espermatozoides sofrem importantes modificações morfofuncionais, as quais permitem 

adquirir motilidade progressiva, por alterações mitocondriais, migrar a gota 

citoplasmática da região proximal para distal da peça intermediária e estabilizar a 

membrana plasmática e acrossomal (Amann; Hammerstedt; Veeramachaneni, 1993; 

Fouchecourt, 2000; Jervis; Robaire, 2001). 

A maturação espermática é a função mais estudada do epidídimo. Trabalhos 

demonstram que espermatozoides coletados da cabeça do epidídimo são incapazes de 

fertilização quando usados para inseminação artificial ou fertilização in vitro. Na maioria 

das espécies, os espermatozoides tem que alcançar a porção final do corpo do epidídimo 

para adquirir potencial de fertilização. A aquisição da habilidade de fertilização durante 

o transito epididimal define o conceito de maturação espermática (Horan e Bedford, 1972; 

Mota Filho, 2014). 

O processo de maturação dos espermatozoides depende de uma sequencia de 

modificações espermáticas resultantes da interação de proteínas e secreções epididimais 

na superfície dos espermatozoides. Isto resulta numa mistura complexa de proteínas 

epididimais interagindo com o espermatozoide no lúmen do epidídimo (Mota Filho. 

2014).  

O processo de liberação das espermátides no lúmen do túbulo seminífero é 

chamado de espermiação. Aproximadamente 9 dias são necessários para o transporte dos 

espermatozoides através do sistema de ductos, consequentemente, uma população nova 

de espermatozoides pode ser ejaculada apos 64-66 dias. Um ejaculado e, 

consequentemente, um composto dos eventos que ocorreram nos dois meses anteriores 

que influenciaram a espermatogênese quando os espermatozoides estavam sendo 

formados, e subsequentemente o seu transporte e maturação através do sistema de ductos 

(Amann, 1993; Love, 2002). 
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2.2. DESCRIÇÃO E AVALIAÇÃO DO SÊMEN CANINO  

Sêmen é a suspensão celular líquida contendo espermatozoides (gametas 

masculinos) e secreções prostáticas. A porção fluida dessa suspensão, que é formada na 

ejaculação, é conhecida como plasma seminal (Hafez; Hafez, 2004).  

As secreções produzidas pelos testículos, epidídimo e glândulas sexuais 

acessórias constituem o plasma seminal (Mann; Mann, 1981; Rego et al., 2014). A 

próstata é a única glândula sexual acessória de cães, e seu fluido constitui 

aproximadamente 95% do ejaculado (Iguer-Ouada; Verstegen, 2001). É possível que o 

fluido da próstata tenha uma relação única com os espermatozoides em cães e os afeta de 

maneira diferente do que em outras espécies (Aquino-Cortez et al., 2016). 

Várias proteínas foram identificadas no plasma seminal canino, e estudos 

tentaram mostrar como essas macromoléculas podem afetar a qualidade e a fertilidade do 

espermatozoide (Kikuchi et al., 2003; Souza et al., 2007; Saengsoi et al., 2011; 

Mogielnicka-Brzozowska et al., 2012). 

A percentagem de spz morfologicamente normais no sêmen de cão é 

considerada aceitável a partir de 70%. O espermatozoide normal é constituído por um 

acrossoma, cabeça, pescoço, peça intermédia e cauda. O acrossoma é uma estrutura de 

espessura uniforme, que cobre ligeiramente mais que a metade anterior da cabeça do 

espermatozoide. A peça intermédia tem aproximadamente o comprimento 

correspondente ao de uma cabeça e meia (Feldman; Nelson, 2004). Um espermatozoide 

canino normal, de qualquer raça, tem um comprimento total de 6,8 μm, uma peça 

intermédia de 1,1 μm e uma cauda com comprimento de 5,0 μm, dividida na sua parte 

principal e porção final. Todo o espermatozoide direito ou ligeiramente curvo, que não 

apresente defeitos evidentes na cabeça, peça intermédia ou cauda, é considerado normal 

(Johnston et al., 2001).  

A percentagem de espermatozoide morfologicamente normais em cães está 

positivamente correlacionada com a taxa de fertilidade. Neste estudo, o valor mínimo 

aceitável para a percentagem dos espermatozoides morfologicamente normais foi de 

60%. Segundo o autor, cães com um valor igual ou superior a este teriam uma taxa de 

concepção de 61%, enquanto os cães com uma percentagem de espermatozoides 

morfologicamente normais inferior a 60% teriam uma taxa de concepção de apenas 13% 

(Oettle, 1993). 
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O cão ejacula em três frações, sendo que somente a segunda fração é rica em 

espermatozoides. A primeira fração ou fração pré-espermática parece estar relacionada 

com a limpeza no canal uretral e estabilização do pH para a passagem da segunda fração, 

tendo origem prostática (Johnston et al., 2001). A segunda fração, ou espermática, tem 

origem testicular, é rica em espermatozoides, com volume variando de 0,5mL a 4mL, 

conforme a variação individual e o tamanho testicular, possuindo um aspecto turvo, 

leitoso ou opalescente (Christiansen, 1988; Johnston et al., 2001; Silva, 2005). A terceira 

fração ou pós-espermática é o fluido prostático, fácil de distinguir da fração espermática 

pelo seu aspecto translúcido e cristalino, e com grande volume, origina-se da próstata e 

sua função é fornecer um meio diluidor natural, proporcionando o transporte das células 

espermáticas pelo trato reprodutivo da fêmea (Freshman, 2002; Silva et al., 2002; 

Feldman; Nelson, 2004).  

A análise do sêmen deve estar incluída na avaliação andrológica para que 

sejam detectados problemas de infertilidade e subfertilidade (Feldman; Nelson, 1996). A 

análise padrão da amostra espermática do ejaculado do cão vem sendo realizada 

rotineiramente para avaliação da qualidade seminal (Silva et al., 2003). As variações 

observadas na espécie canina, quanto ao peso e ao volume, entre as diferentes raças, faz 

com que os ejaculados dos cães apresentem oscilações significativas de volume e de 

concentração espermática (Cunha, 1997). 

As frequências recomendadas para as coletas de sêmen são: a cada 48 horas, 

uma coleta ao dia durante três dias consecutivos com 3 dias de repouso e duas coletas em 

um dia e 2 dias de repouso (Feldman; Nelson, 1996). 

Antes da coleta do sêmen se procede o exame andrológico completo, 

constituído por histórico clínico e reprodutivo, exame físico, colheita e avaliação do 

sêmen, além de recursos diagnósticos como a ultrassonografia de testículos, próstata e 

epidídimo (England; Ponzio, 1996), é extremamente importante na avaliação do potencial 

reprodutivo do animal (Johnston, 1991). 

A avaliação macroscópica do sêmen inclui algumas observações como 

volume, coloração e viscosidade (Silva et al., 2002). Sendo que o volume do ejaculado 

pode variar com o tamanho do animal, raça, clima e frequência das coletas. A cor do 

ejaculado, normalmente, é branca opalescente, porém, assim como a viscosidade da 
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amostra, esta coloração está diretamente relacionada com a concentração espermática 

(Cunha, 2005). 

A avaliação microscópica do sêmen deve incluir a percentagem de células 

móveis (motilidade) e qualidade desta motilidade conhecida como vigor, concentração 

espermática e morfologia espermática, (Silva et al., 2002).  

Os movimentos dos espermatozoides não obedecem a um padrão único, pois 

há deslocamentos das células para frente (movimento progressivo), em circunferência 

(movimento circular) ou, ainda, podem apenas se limitar a oscilar no campo microscópico 

(movimento oscilatório ou local) (Salviano; Souza, 2008). 

Para a análise da morfologia espermática realiza-se a confecção de um 

esfregaço da amostra e, em seguida, a coloração, podendo-se utilizar diversos corantes. 

Uma metodologia empregada é o vermelho congo e o cristal de violeta. A leitura da 

lâmina é feita em microscópio em campo claro com aumento de 1000 vezes. Duzentos 

espermatozoides devem ser contados em cada esfregaço (Silva et al., 2002; Cunha, 2005; 

CBRA, 2013). 

O Colégio Brasileiro de Reprodução Animal classifica as patologias 

espermáticas em maiores e menores As patologias espermáticas podem ser também 

classificadas em: primárias, que são aquelas patologias advindas da espermatogênese, e 

secundárias, que são aquelas causadas durante o trajeto pelas vias seminais superiores ou 

pela manipulação da amostra seminal (Feldman; Nelson, 1996; CBRA, 2013). A 

avaliação da morfologia espermática é o exame que apresenta maior correlação com o 

índice de fertilidade. Cães com 60% de espermatozoides normais demonstraram uma taxa 

de fertilidade de 61% (Oettlé, 1993). Os defeitos maiores não podem ultrapassar 10% do 

total de espermatozoides da amostra e os defeitos menores devem ser menores que 30% 

(CBRA, 2013). 

2.3. TÉCNICAS DE COLETA DE SÊMEN EM CÃES 

2.3.1. Estímulo Manual 

O estímulo manual é o método de coleta de sêmen mais utilizado para cães 

domésticos, sendo o método mais confiável, mesmo para cães não condicionados (Silva 

et al., 2003). O sêmen é colhido por estimulação manual do pênis e prepúcio, na altura do 
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bulbo peniano com o animal em estação até que o animal atinja a ereção parcial 

(Vannucchi et al., 1998; Feldman; Nelson, 2004).  

O prepúcio deve ser então, retraído para trás do bulbo e o manipulador deve 

exercer uma pequena pressão no pênis na região posterior ao bulbo. Os movimentos 

pélvicos serão coincidentes com a fração pré-espermática. Em seguida, o cão se torna 

imóvel e é ejaculada a fração espermática. O cão, então, tenta girar a perna durante a 

ejaculação da terceira fração. O material coletado deve ser mantido a 38°C (Seager; Platz, 

1977; Feldman; Nelson, 1996). O ejaculado é colhido em frações, com auxílio de um 

funil de vidro ou de plástico, acoplado em tubo cônico graduado, pré-aquecido e protegido 

da luz, devendo-se evitar contato direto entre o pênis e o material da colheita, (Seager; 

Platz, 1977; Christiansen, 1988; Michael et al., 2008; Baptista Sobrinho et al., 2009). 

O ambiente para a realização da coleta deve ser calmo, confortável para o 

animal, sem muitas pessoas, sem barulho e com um piso adequado. No momento da 

coleta, podem-se utilizar fêmea no cio ou swab de fêmea no cio para facilitar a excitação 

e melhorar a qualidade do sêmen coletado (Feldman; Nelson, 1996).  

2.3.2. Recuperação de espermatozoides do epidídimo e ducto deferente 

O epidídimo é um componente do trato reprodutivo dos machos e está 

inserido na superfície dorsolateral do testículo. Macroscopicamente distinguem-se três 

regiões, denominadas regiões de cabeça, corpo e cauda epididimárias. O processo de 

maturação espermática, responsável pela produção de espermatozoides viáveis capazes 

de fertilizar os oócitos nas fêmeas, ocorre durante a passagem do gameta pelo epidídimo 

(Hafez; Hafez, 2004). 

A recuperação de espermatozoides maduros e viáveis da cauda do epidídimo 

e ducto deferente de amostras post mortem e de animais incapazes de ejacular é possível 

e representa uma ferramenta importante para a preservação de gameta. Consiste em uma 

técnica importante para a obtenção de reservas de gametas de animais geneticamente 

valiosos ou de machos de espécies ameaçadas de extinção, constituindo-se em uma 

biotecnologia promissora para a reprodução dessas espécies. Uma vez recuperados, os 

espermatozoides epididimários, faz-se necessário observar sua viabilidade, para posterior 

conservação (Howard, 1999; Silva et al., 2004; Mota Filho; Silva, 2012).  



21 
 

A técnica de lavagem foi descrita por Marks et al. (1994), os quais, com o 

auxílio de seringa e agulha, realizaram a lavagem dos epidídimos caninos com solução 

salina morna ou diluente para criopreservação e aspiração do conteúdo tanto da cauda do 

epidídimo como dos ductos deferentes. Segundo os referidos autores, trata-se do melhor 

método de recuperação de espermatozoides epididimários, pois um maior número de 

células espermáticas é obtido quando comparado à aspiração direta dos espermatozoides, 

que consiste em coletar o material também com o auxílio de seringa e agulha diretamente 

da cauda do epidídimo (Wildt, 1996; Bartels et al., 1999). 

Nos animais de companhia, devido a morfologia do epidídimo, que consiste 

em cortar ou fatiar a cauda do epidídimo e deixar repousar em um meio diluidor, desta 

maneira, os espermatozoides migram para o meio e são recuperados através de filtração 

(Kawakami et al., 1993;Yu; Leibo, 2002). Esta técnica também é usada para obter 

amostras de espermatozoides dos animais de produção (Hishinuma et al., 2003).  

Outro método que pode ser utilizado é o de fluxo retrógrado na cauda do 

epidídimo, que consiste em aplicar pressão aos vasos deferentes até que o conteúdo da 

cauda saia através de um corte feito na junção com o corpo do epidídimo (Garde et al., 

1994; Kaabi et al., 2003). A pressão é gerada com uma seringa, que injeta ar ou algum 

diluente inócuo aos espermatozoides (Lambrechts et al., 1999). A colheita de 

espermatozoides da cauda do epidídimo através desta técnica é a mais indicada, pois as 

amostras obtidas apresentam um menor nível de contaminação e são de melhor qualidade 

em relação aos outros métodos. Por outro lado, essa técnica possui a limitação de ser 

usada comumente para animais de produção devido ao tamanho do epidídimo e de ser 

mais complexa que as outras técnicas (Martinez-Pastor et al., 2006). 

Uma técnica alternativa é a maceração da região da cauda do epidídimo e a 

obtenção de fluído luminal liberado pelo procedimento (Howard, 1999). Visando 

minimizar processos de autólise, após a morte do animal, o material deve ser rapidamente 

refrigerado a 5°C (Wildt, 1996; Howard, 1999). Em certos casos, esse material pode ser 

mantido no gelo e, posteriormente, ser refrigerado, desde que ele não entre em contato 

direto com o gelo. A motilidade inicial dessas células obtidas do epidídimo é 

frequentemente baixa, sendo necessária a diluição em meio de cultura para tecidos ou 

meios extensores e incubação a 21°C a 37°C por 10 minutos (Wildt, 1996). 
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Em cães domésticos, utilizando-se material de orquiectomia mantido 

refrigerado, observou-se que os espermatozoides do epidídimo mantidos a 4°C, por 8 

dias, conservaram a sua motilidade, morfologia e habilidade de se ligarem a oócitos (Yu; 

Leibo, 2002). Para cães foi sugerido que na coleta de sêmen do epidídimo fosse 

previamente feito, uma lavagem da região da cauda epididimária, através da injeção de 

soro fetal bovino, TCM (meio de cultura para tecidos) 199 ou Tris no vaso deferente 

visando uma melhor qualidade do material a ser obtido (Sirivaidyapong, 2002). 

2.4. MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DO SÊMEN  

2.4.1. Motilidade e Vigor Espermático 

A motilidade espermática é definida como sendo a porcentagem de 

espermatozoides móveis. Atualmente a maioria dos pesquisadores ainda utiliza a 

motilidade como principal parâmetro para a avaliação da qualidade seminal (Madeira, 

2007). A taxa de gestação em cadelas inseminadas com sêmen congelado estaria 

relacionada principalmente com o número de espermatozoides móveis após a 

descongelação, contudo o sêmen que apresenta uma boa motilidade após a congelação 

pode apresentar espermatozoides incapazes de realizar a fecundação em função de danos 

acrossomais. Além da qualidade seminal, a detecção do momento ideal para a realização 

da inseminação é de fundamental importância para o sucesso da inseminação artificial 

com o uso de sêmen congelado-descongelado (Pursel et al., 1972; Nothlingh et al., 1997).  

O vigor é um parâmetro definido como sendo a velocidade de progressão do 

espermatozoide onde é atribuído uma nota que varia de 1 a 5 (CBRA, 2015). A presença 

de vigor 0 indica que o espermatozoide está imóvel, e o vigor 5 indica que o 

espermatozoide apresenta um movimento flechante e retilíneo. Cães normais devem 

apresentar vigor espermático superior a três (progressão moderada pra frente) (Dobrinsky 

et al., 1993; CBRA, 2013). 

Para avaliação da motilidade e do vigor, uma gota de sêmen é colocada sobre 

uma lâmina e recoberta por uma lamínula e o material deve estar entre 37°C a 40°C. A 

avaliação é feita utilizando-se um microscópio de contraste de fase, no aumento de 100 

ou 400 vezes. O resultado da motilidade é expresso em percentagem, que varia de 0-100% 

(Cardoso et al., 2005). Para o vigor, uma escala que vai de 0 a 5, onde 0 seria as amostras 
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onde todos os espermatozoides estariam imóveis e 5 aquelas amostras em que o 

movimento demonstra-se rápido, com uma contínua progressão (Concannon; 

Battista,1989; Santos; Vannucchi, 1997; Cunha, 2005; CBRA, 2013).  

Uma amostra de sêmen normal deve possuir motilidade superior a 70% e, no 

caso do sêmen congelado-descongelado, no entanto, para a espécie canina, uma 

motilidade acima de 50% seria a ideal e, acima de 30% seria aceitável para se proceder 

uma inseminação artificial (Concannon; Battista, 1989). 

2.4.2. Concentração espermática 

Para avaliação da concentração espermática, utiliza-se, rotineiramente, o 

princípio de contagem celular através da câmara de “Neubauer”, e a diluição feita é 1:100 

em formolsalina, e o número de espermatozoides é expresso em mm3. A concentração 

espermática considerada normal para cães de até 20 kg de peso corpóreo é de 50 – 200 x 

106/ml de ejaculado (CBRA, 2013). 

 

2.4.3. Morfologia espermática 

Um parâmetro de fundamental importância para avaliação da qualidade 

espermática é a análise da morfologia das células, uma vez que, espermatozoides com 

alterações morfológicas comprometem de forma significativa a fertilidade de machos 

tanto da espécie canina como de outras espécies animais (Oettlé, 1993). Na morfologia 

se analisa as alterações estruturais dos espermatozóides, este quando com sua morfologia 

normal, é altamente especializado a cumprir com seu objetivo, fecundar o óvulo (Hafez; 

Hafez, 2004). 

Alguns estudos correlacionam porcentagem de defeitos espermáticos e 

infertilidade no cão sendo reconhecido que 70% ou mais dos espermatozoides no 

ejaculado devem ser livres de alterações estruturais (CBRA, 2013). Na espécie canina, à 

medida que se aumenta o percentual de espermatozoides anormais, a fertilidade é 

reduzida, sendo observado que, quando a proporção de espermatozoides 

morfologicamente normais estava abaixo de 60%, a fertilidade foi adversamente afetada 

(Oettlé, 1993). 
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As alterações morfológicas localizam-se com maior frequência na cabeça e 

na cauda do espermatozoide e podem ser classificadas como primárias, quando as 

alterações são oriundas de problemas na espermatogênese, ou secundárias, quando se 

originam durante o processo de maturação espermática, ou no decorrer dos problemas de 

manipulação do sêmen. Para a avaliação da morfologia, faz-se um esfregaço do sêmen, 

podendo ser empregados diversos corantes, sendo mais comum o uso da eosina e a 

nigrosina (Johnston et al., 2001; Gonsalves; Figueiredo, 2003). 

As alterações morfológicas primárias são aquelas relacionadas com 

problemas oriundos da espermatogênese e as secundárias estão relacionadas a problemas 

oriundos da maturação espermática no epidídimo ou durante as fases de manipulação do 

sêmen, como colheita, diluição, resfriamento, congelação, descongelação ou ainda após 

febre, trauma, processo infeccioso e administração de glicocorticoides (Seager, 1986).  

O outro método de análise das alterações morfológicas classifica os 

espermatozoides como apresentando defeitos maiores ou menores. Os defeitos maiores 

são aqueles que comprometem gravemente a fertilidade, enquanto que os menores são 

considerados defeitos de menor gravidade. Tanto um método quanto o outro podem 

analisar as alterações de acordo com a sua localização, ou seja, cabeça, peça intermediária 

e cauda (Seager, 1986; Oettlé; Soley, 1988; Oettlé, 1993; CBRA, 2013). 

Para a visualização da morfologia espermática existem vários métodos 

disponíveis. Um deles é a realização de esfregaços de sêmen fixados com glutaraldeído 

ou tampão salina formolizada para manter as características celulares e permitir uma 

observação futura sendo então examinados por microscopia de contraste de fase, após o 

uso de corantes Wright, Rosa de Bengala, Diff-Quik, Spermac, Giemsa, Hematoxilina-

eosina e eosina-nigrosina (Oettlé; Soley, 1985; Purswell et al., 1992; Ström et al., 1997; 

Peña, 2000; Cardoso et al., 2003; Silva et al., 2003; CBRA, 2013). 

 

2.5. DILUIDORES PARA SÊMEN CANINO 

O uso de diluidores na conservação do sémen é imprescindível não só para 

tamponar as alterações do pH, que possam ocorrer ao longo do tempo, como são um 

substrato de energia para os espermatozoides e previnem que nestes ocorram alterações 
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durante a refrigeração, congelação e descongelação. Podem ainda ser adicionados agentes 

bacteriostáticos (Shahiduzzaman; Linde-Forsberg, 2007; Verstegen et al., 2005). 

A composição do meio diluidor é de vital importância para criopreservação 

do sêmen e deve ser ajustada para cada espécie (Barbosa, 2007). O meio diluidor de 

sêmen deve apresentar: tampões que impeçam as mudanças nocivas de pH; uma fonte de 

lipoproteína ou material de alto peso molecular para prevenir o choque térmico (como a 

gema de ovo, leite ou lecitina de soja) durante o resfriamento; um substrato fonte de 

energia (glicose ou frutose); prevenção no crescimento de bactérias; pressão osmótica 

fisiológica e concentração de eletrólitos adequada; crioprotetores para reduzir os danos 

da congelação e outros aditivos como enzimas e antibióticos (Concannon; Battista, 1989; 

Aires et al., 2003; Forouzanfar et al., 2010). 

Diferentes meios diluidores têm sido testados e utilizados, como os diluidores 

à base de glicina- gema, leite desnatado, tampão tris, diluidor à base de água de coco, 

diluidor à base de água de coco na forma de pó e lecitina de soja (Oliveira, 2003; Cardoso, 

2005; Dalmazzo, 2012).  

A água proveniente do fruto do coqueiro Cocos nucifera L. (membro da 

família Palmae) é uma solução estéril, ligeiramente ácida, rica em proteínas, sais, 

açúcares, vitaminas, fatores de crescimento (fitormônios) e pobre em fosfolipídeo 

(Laguna, 1996).  

A água de coco contém ainda outros compostos que mostram atividades 

semelhantes àquelas das citocininas e que são derivados das purinas (difeniluréia), sendo 

a auxina principal o ácido 3- indol-acético, o qual possui atividades biológicas 

consideradas excelentes para as células (Nunes; Salgueiro, 1999). Depois de várias 

pesquisas, foi isolada essa substância na água de coco, verificando que a mesma 

apresentava uma ação benéfica sobre a motilidade do sêmen de caprinos e ovinos 

incubado a 37°C (Nunes; Combarnous, 1995). 

Devido aos bons resultados obtidos com os primeiros estudos com a água de 

coco in natura na conservação, principalmente, de células espermáticas elaborou-se um 

meio de conservação à base de água de coco na forma de pó, o qual foi registrado como 

ACP® (ACP Biotecnologia®, Fortaleza - Ceará, Brasil) sendo utilizada como diluidor e 

obtiveram bons resultados na refrigeração do sêmen de equinos, diluição para 

inseminação artificial em caprinos, e em cães para resfriamento, inseminação artificial 
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com sêmen a fresco e refrigerado e criopreservação do sêmen (Salgueiro et al., 2002; 

Sampaio-Neto et al., 2002; Madeira et al., 2004; Uchoa et al., 2004; Cardoso et al., 2005; 

Nunes et al., 2005; Uchoa et al., 2007). 

Os meios diluidores à base de leite desnatado-glicose ou glicina-gema de ovo 

são viáveis na utilização do processo de refrigeração de sêmen na espécie canina até o 

período de 72 horas. Os meios à base de leite desnatado-glicose e glicina-gema de ovo 

apresentaram resultados equivalentes no processo de refrigeração de sêmen na espécie 

canina, até o período de 72 horas (Cunha; Lopes, 2000). 

Outros diluidores citados anteriormente como o leite desnatado já 

demonstraram claramente que um extensor simples e eficaz composto de leite desnatado, 

glicose e glicerol está disponível para a criopreservação de espermatozoides caninos 

como uma alternativa para extensores contendo gema de ovo, e isso pode contribuir para 

a troca eficiente de materiais genéticos e produção de cães-guia para cegos (Abe et al., 

2008) 

A gema de ovo tem sido o componente mais utilizado em diluidores de sêmen 

canino, com o objetivo principal de proteger os espermatozoides do choque causado pela 

criopreservação e perturbações durante o processo de congelamento e descongelamento 

(ABE et al., 2008). Estudos indicam que a gema de ovo estabiliza a membrana do 

espermatozoide através de uma interação com as proteínas do plasma seminal, 

dificultando o efluxo excessivo de fosfolipídios, mantendo a pressão coloidal e 

prevenindo a perda excessiva de cátions, regulando o fluxo de Ca2+, além da possibilidade 

de impedir a capacitação prematura causada pelo choque frio (Kmenta et al., 2011) e 

reduzir os efeitos tóxicos do plasma seminal, fornecendo substratos para neutralizar o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) produzido pelo sêmen durante o seu metabolismo (Papa 

et al., 2011). 

A lecitina de soja possui uma fração de lipoproteína de baixa densidade, assim 

como a da gema de ovo, com a função de proteger a integridade da membrana 

fosfolipídica durante a criopreservação (Forouzanfar et al., 2010), e, por ser de origem 

vegetal, proporciona diversas vantagens, entre elas a padronização dos componentes e a 

eliminação dos riscos de contaminação (Fukui et al., 2008). 
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2.6. CRIOPRESERVAÇÃO 

A criopreservação do sêmen é uma biotecnologia de extrema utilidade para 

criadores de cães, pois uma das principais vantagens é o possível armazenamento do 

material genético de animais de alto valor zootécnico por um período ilimitado, 

transmitindo as características desses animais por várias gerações mesmo após a morte 

do animal, além disso, a inseminação artificial com sêmen congelado elimina os riscos de 

transmissão de algumas doenças sexuais, evita o estresse do animal com o transporte e 

permite o aproveitamento de machos velhos ou cães que apresentam doenças adquiridas 

que não estejam aptos a realizar a monta natural (Stockner, 1995). 

No Brasil, a primeira notificação de sucesso em inseminação artificial com 

sêmen canino congelado foi realizada há pouco mais de 30 anos, tendo sido obtida uma 

ninhada de seis cães normais da raça Boxer (Vaske et al., 1981). 

A criopreservação de células vivas se fundamenta no fato de que, 

teoricamente, após o resfriamento e permanência a temperaturas extremamente baixas, os 

espermatozoides entram em um estado de quiescência, reduzindo o metabolismo e 

proporcionando uma diminuição nos gastos energéticos e na produção de catabólitos 

tóxicos, contribuindo para a preservação celular e portanto, podem ser mantidas viáveis 

por longos períodos, de modo que após a descongelação voltariam a desenvolver suas 

atividades normais, devido a temperatura do nitrogênio líquido de 196°C (Bateman, 

2001).  

Ainda existem muitos fatores que influenciam na sobrevivência e 

funcionalidade dos espermatozoides criopreservados. A maioria das alterações causadas 

pelo estresse térmico se inicia na membrana espermática (Jasko, 1994; Holt, 2000). A 

alteração da temperatura, alterações de osmolaridade, pressão ou pH pode determinar 

mudanças na estrutura e organização da bicamada de fosfolipídios (Gennis, 1989). 

Existem ainda alguns elementos do citoesqueleto espermático sensíveis a 

alterações de temperatura, como é o caso dos filamentos de actina. A despolimerização 

da F-actina é uma das etapas necessárias para permitir a aproximação da membrana 

plasmática e da membrana acrossomal externa, promovendo a exocitose acrossomal, 

assim, esta possa ser uma das explicações para a fusão desorganizada das membranas 

após o resfriamento e a criopreservação dos espermatozoides (Watson, 2000). 

Na metodologia de congelação observa-se que existe uma ampla variedade 

de protocolos e em todas busca-se minimizar o dano causado ao espermatozoide pelo 
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processamento, visando recuperar um máximo possível de espermatozoides viáveis 

(Strom et al., 1997). O método de criopreservação de sêmen canino mais usual é realizado 

a diluição do sêmen a 37ºC em Tris acrescido de gema de ovo e glicerol. Em seguida, foi 

procedido um período de equilíbrio de três horas, seguido do envase em palhetas plásticas 

e a exposição aos vapores de nitrogênio para só então mergulhar as palhetas em nitrogênio 

líquido (Andersen, 1975).  

O processo de criopreservação do sêmen ocorre em 5 fases: 1) diluição e 

resfriamento; 2) adição do crioprotetor; 3) congelação em nitrogênio líquido; 4) 

armazenamento e 5) descongelação. Os métodos para cada uma destas etapas devem ser 

desenvolvidos de acordo com a espécie, porque cada etapa impacta de forma decisiva no 

sucesso da criopreservação (Hammerstedt et al., 1990). 

O processo de descongelação mais usado para o sêmen de cão é imergir as 

amostras em banho-maria a 75ºC durante 6 segundos, e depois imergir em água a 37ºC 

durante 30 segundos (se em palhinhas de 0,25mL) ou 60 segundos (se em palhinhas de 

0,50mL ou pellets) (Johnston et al., 2001). 

2.7. SONDAS FLUORESCENTES 

A descoberta de uma variedade de fluorocromos e compostos conjugados 

com sondas fluorescentes aumentaram a possibilidade de análise mais precisa e criteriosa 

da integridade estrutural dos espermatozoides, avaliando a qualidade bioquímica, 

estrutural e funcional do sêmen. Atualmente, uma grande variedade de sondas 

fluorescentes tem sido usada isoladamente ou em associação, pois a combinação destas 

possibilita a avaliação de diversos compartimentos espermáticos, simultaneamente. Por 

intermédio da microscopia de epifluorescência ou citometria de fluxo é possível avaliar a 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, juntamente com o potencial 

mitocondrial, dentre outros parâmetros (Arruda et al., 2003; Celeghini et al., 2007; Gardes 

et al., 2010). 

Essa técnica vem ganhando importância por sua característica de marcar 

estruturas específicas da célula espermática, de forma isolada ou em conjuto, podendo ser 

usada para determinar a integridade das membranas e ser visualizadas separadamente ou 

simultaneamente, usando diferentes filtros (Arruda et al., 2010). A avaliação simultânea 

da integridade da membrana plasmática e da função mitocondrial aumenta a acurácia da 
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analise do sêmen, pois fornece maior número de dados para a determinação da 

porcentagem de células espermáticas na amostra, com capacidade para fertilizar o ovócito 

(Vasconcelos, 2015). 

2.7.1. Integridade da membrana plasmática 

Sondas fluorescentes que apresentam afinidade pelo DNA têm sido 

atualmente utilizadas para a avaliação da integridade da membrana plasmática das células 

espermáticas (Aurich, 2005; Silva; Gadella, 2006). Dentre estas, destacam-se o Hoechst 

33342 (H33342), a SYBR-14 e o diacetato de 6-carboxifluoresceína (CFDA), Hoechst 

33258 (H258), TOTO,  YoPro-1 e  iodeto de propídio (IP)  (Hinsch et al., 1997; Esteves 

et al., 2000; Martin et al., 2004; Cunha; Lopes, 2005; Aurich, 2005; Singh, 2006; Souza 

et al., 2007), os últimos quatro somente penetram nas células com membrana plasmática 

danificada e, por possuírem afinidade ao DNA, ligam-se a este com emissão das 

fluorescências azul, verde e vermelho, respectivamente (Guerra et al., 2009). 

O iodeto de propídio é incapaz de penetrar a membrana íntegra, contudo 

atravessa a membrana lesada e uma vez dentro da célula, liga-se ao material genético, 

emitindo fluorescência vermelha (Maxwell et al., 1997; Arruda et al., 2003). Por ser um 

corante muito estável, o IP tem-se evidenciado, apresentando êxito tanto nos resultados 

em microscopia de fluorescência quanto em sistema de citometria de fluxo. As sondas 

H258 e H33342 coram o núcleo de azul, contudo a H33342 é capaz de atravessar a 

membrana intacta, já o H258 somente a membrana lesada (Celeghini, 2005; Gillan et al., 

2005; Arruda et al., 2010). O CFDA é um substrato incolor e hidrolisado rapidamente por 

esterases não específicas no interior da célula, produzindo o diacetato de 

carboxifluoresceína livre. Diacetato de Carboxifluoresceína (DIC) permite avaliar a 

integridade da membrana plasmática devido às suas características moleculares, sendo 

proposto o mecanismo de ação desses corantes fluorescentes, de modo que o DIC, por 

conter radicais acetil, consegue transpor a membrana intacta, sendo imediatamente 

desacetilada por esterases intracelulares, tornando a sonda impermeável e fazendo com 

que as células íntegras corem-se em verde. (Garner et al., 1997; Arruda et al., 2010). O 

SYBR-14 cora o núcleo das células com a membrana plasmática íntegra em verde 

(Aurich, 2005). 
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A análise realizada com o YoPro-1 é barata, rápida e de fácil execução, 

fornecendo informações a cerca das modificações de membrana em função da apoptose, 

uma vez que este corante, apesar de não penetrar a célula íntegra, atravessa a membrana 

da célula apoptótica, em virtude da modificação na sua permeabilidade. Para a 

identificação de apoptose, o YoPro-1 pode ser associado ao IP (Martin et al., 2004), o que 

permite a diferenciação dos graus de alteração da membrana (Ortega Ferrusola et al., 

2009), visto que as células apoptóticas são permeáveis ao YoPro-1, mas não ao IP (Martin 

et al., 2007). Um caminho alternativo para a avaliação da membrana plasmática são os 

corantes penetrantes, tais como o diacetato de carboxifluoresceina (DCF) e o SYBR-14®, 

os quais podem ser empregados isolados ou em associação aos corantes não penetrantes 

(Silva; Gadella, 2006). 

O DCF é um éster não polar, não fluorescente e penetrante à membrana 

plasmática intacta, que sofre hidrólise por esterases inespecíficas no interior da célula e, 

a partir disto, é convertido em carboxifluoresceina, que fluoresce em verde e é não 

penetrante à membrana plasmática integra (Aurich, 2005; Silva; Gadella, 2006). Em 

contrapartida, o SYBR- 14® é uma sonda penetrante específica de DNA, corando as 

células integras em verde fluorescente (Aurich, 2005; Singh, 2006). 

Dentre as associações de sondas fluorescentes penetrantes e não penetrantes, 

utilizadas para a avaliação da integridade da membrana plasmática, pode-se destacar as 

de DCF com IP (Garner et al., 1986; Assumpção et al., 2003) e de SYBR-14® com IP 

(Gravance et al., 2001; Nagy et al., 2003). Tais metodologias são efetivas para a 

determinação da viabilidade espermática e permitem a diferenciação entre as células com 

membrana plasmática lesada e intacta, fato que tem disseminado seu emprego (Gravance 

et al., 2001; Aurich, 2005). 

 

2.7.2. Integridade do Acrossoma 

A integridade do acrossoma é comumente avaliada por meio das lectinas 

conjugadas a sondas fluorescentes, as quais interagem com glicoconjugados 

exclusivamente localizados no acrossoma ou com a matriz acrossomal. Dentre as lectinas 

conjugadas estão a Pisum sativum agglutinin (PSA) e a Arachis hypogaea agglutinin 

(PNA), sendo normalmente utilizados para este tipo de análise o FITC-PNA 
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(isotiocionato de fluoresceína - Arachis hypogaea agglutinin), TRITC-PNA e RPE-PNA 

(Holt, 2000; Silva; Gadella, 2006; Arruda et al., 2007). 

Quando o FITC-PSA é usado para a avaliação do acrossoma, os 

espermatozoides que possuem integridade acrossomal não são corados, uma vez que, 

neste caso, o contato da sonda fluorescente com o conteúdo acrossomal, ao qual se liga, 

não é efetivado pelo fato desta não entrar na membrana acrossomal íntegra. Por outro 

lado, em células que apresentam acrossomas danificados, o FITIC-PSA entra em contato 

com o conteúdo acrossomal e se liga a α-manose e a α-galactose da matriz acrossomal, 

corando esta região em verde amarelado fluorescente (Graham, 2001; Arruda et al., 2007; 

Celeghini et al., 2007). 

Quando é usado o FITC-PNA para a avaliação da integridade do acrossoma, 

este agente se liga a β-galactose associada à pequena porção da membrana acrossomal 

externa de espermatozoides portadores de acrossoma intacto, corando-os com uma 

fluorescência verde brilhante. No entanto, em acrossomas reagidos e onde existem áreas 

lesionadas na membrana acrossomal, o corante não consegue se ligar a β-galactose nas 

áreas comprometidas, apresentando-se os espermatozoides corados em verde 

fluorescentes apenas na região equatorial da cabeça ou não corados em toda a extensão 

da cabeça (Roth et al., 1998; Graham, 2001). 

No caso do TRITC-PNA (Tetramethylrhodamine isothiocyanatelabeled 

peanut agglutinin), os espermatozoides portadores de acrossomas íntegros são permeados 

por esta sonda com manifestação de fluorescência vermelha na cabeça espermática, 

enquanto que nos portadores de acrossomas reagidos apenas a região equatorial fluoresce. 

Por outro lado, o RPE-PNA (R-phycoerythrin peanut agglutinin) possibilita uma 

avaliação precisa da integridade acrossomal, caracterizada pela emissão de fluorescência 

vermelha alaranjada pelas células com acrossomas reagidos e pela não fluorescência nas 

células com acrossomas íntegros (Nagy et al., 2004; García et al., 2007; Lim et al., 2008). 

2.7.3. Potencial Mitocondrial 

A mensuração do potencial de membrana mitocondrial é realizada em virtude 

do importante papel biológico desempenhado pelas mitocôndrias, dispostas 

helicoidalmente na peça intermediária dos espermatozoides. O ATP produzido por estas 

estruturas serve como matriz energética para os movimentos flagelares (Cosson, 1996). 
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Sendo assim, a integridade e a funcionalidade mitocondrial relacionam-se positivamente 

com a motilidade (Rodriguez-Martinez, 2005). 

As rodaminas e as carbocianinas são moléculas sensíveis ao potencial de 

membrana mitocondrial e não apresentam toxicidade ao espermatozoide (Reers et al., 

1991). Estas sondas são transportadas para o interior da célula pela respiração 

mitocondrial, portanto, quanto mais funcional mais corante será acumulado. Mais 

comumente utilizadas, a Rodamina 123 (R123) e o MitoTracker red ou Chloromethyl-X-

rosamine (CMXRos) são capazes de corar mitocôndrias em células vivas, promovendo 

imagens de alta fluorescência em verde para a R123 e vermelha para CMXRos (Benel et 

al., 1986). Entretanto, células vivas coradas com CMXRos exibiram muito mais 

fluorescência fotoestável do que as coradas com R123 (Poot et al, 1996). Ambas as sondas 

apresentam algumas limitações, uma delas é corar todas as células com função 

mitocondrial, não possuindo assim, capacidade de diferenciar membranas de alto ou 

baixo potencial (Graham; Moce, 2005).  

Para superar esta limitação pode ser utilizada a sonda JC-1 (5,5`,6,6`-

tetracloro1,1,3,3`-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), um multímero de carbocianina 

que permite distinguir diferentes potenciais de membrana por meio de códigos de cor. A 

fluorescência emitida altera do verde para o laranja ou vermelho de acordo com o 

aumento do potencial de membrana (Reers et al., 1991). Visto que, a incapacidade 

fertilizante dos espermatozoides pode ser proveniente de diversos fatores, a avaliação 

simultânea dos diferentes compartimentos da célula espermática permite prognóstico 

mais acurado sobre a integridade desta célula como um todo (Graham, 2001). Neste 

contexto, as associações de sondas fluorescentes têm sido realizadas com precisão para a 

análise da membrana plasmática e do potencial de membrana mitocondrial (Andrade et 

al., 2007; Arruda et al., 2007; Celeghini et al., 2007; Celeghini et al., 2010; Csermak 

Junior, 2011). 

 

2.8. ANÁLISE COMPUTADORIZADA DO SÊMEN (CASA)  

As variações relatadas na estimação da motilidade espermática (Mortimer et 

al., 2000) e dos parâmetros morfológicos (Baker et al., 1987; Kruger et al., 1995) do 

ejaculado avaliado por observadores diferentes implicam uma necessidade absoluta para 
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métodos objetivos e padronizados, para as finalidades clínicas e das pesquisas 

reprodutivas (Smith; England, 2001). Isto conduziu ao desenvolvimento de diversos 

dispositivos de medição semi-computadorizado (England; Allen, 1990; Rijsselaere et al., 

2002) e computadorizado para a avaliação da qualidade do sêmen canino (Smith; 

England, 2001; Rijsselaere et al., 2004).  

Diversos sistemas de análises computadorizadas do sêmen como o Computer 

Assisted Sperm Analyses – CASA tem sido propostos e aplicados na tentativa de 

minimizar os efeitos da avaliação tradicional do sêmen, além de proporcionar o 

conhecimento de mais dados no estudo da andrologia humana e das espécies animais 

(Verstegen et al., 2002; Matos et al., 2008).  

O Computer Assisted Semen Analysis (CASA) é um sistema automatizado 

para visualizar e capturar imagens sucessivas dos espermatozoides, processando, 

analisando e fornecendo informações mais precisas e significativas da cinética individual 

das células espermáticas (Amann; Katz, 2004). 

Este sistema foi desenvolvido por volta dos anos 1980 e foi proposto como 

uma ferramenta que poderia substituir a avaliação subjetiva e aprimorar a rotina 

laboratorial por apresentar maior rapidez em fornecer informações mais consisas, 

relativas à concentração, morfologia e qualidade de movimento das células espermáticas, 

técnicas que geralmente exigem tempo na execução (Mortimer et al., 2000). 

Em especial, a avaliação automatizada da motilidade dos espermatozoides é 

importante devido a cinética espermática apresentar influência significativa na 

determinação do potencial de fertilidade dos espermatozoides (Matos et al., 2008), pois 

através na análise desta motilidade a informação de um fator que é necessário para a 

capacidade fertilizante do espermatozoide é fornecida, dada pela manifestação da sua 

competência estrutural e funcional (Peña-Martinez, 2004).  

Embora na espécie canina já tenham reportado que a motilidade está 

geralmente relacionada à integridade da membrana plasmática e à morfologia, a 

existência de correlações entre motilidade espermática e fertilidade in vivo ou in vitro 

permanece ainda não tão bem esclarecida e mesmo em outras espécies, essas relações 

entre motilidade e fertilidade ainda são bastante conflitantes (Silva, 2005).  

O sistema CASA analisa de forma rápida diferentes parâmetros seminais, 

como motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), linearidade (LIN), 
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retilinearidade (STR) e índice de oscilação ou wobble (WOB), expressos em porcentual; 

velocidade curvilinear (VCL), que é a velocidade da trajetória real do espermatozoide, 

velocidade em linha reta ou linear (VSL), que é a velocidade em função da linha reta 

estabelecida entre o primeiro e último ponto da trajetória do espermatozoide, e velocidade 

média do percurso (VAP), que é a velocidade média da trajetória do espermatozoide, 

expressos em μm/s; frequência de batimento flagelar cruzado (BCF), expresso em Hz; e 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide (ALH), expresso em μm 

(Mortimer, 2000; Iguer-Ouada; Verstegen, 2001; Verstegen et al., 2002; Rijsselaere et 

al., 2003; Amann; Katz, 2004). Os parâmetros VCL, VSL e VAP definem 

quantitativamente o movimento dos espermatozoides, enquanto que LIN, STR, WOB, 

ALH e BCF definem a qualidade da cinética espermática (Matos et al., 2008). 

Além destas avaliações, o CASA realiza a subdivisão das populações 

espermáticas de acordo com a categoria de seus movimentos, em rápidos, médios, lentos 

e espermatozoides estáticos (Rijsselaere et al., 2007), e ainda, permite a avaliação da 

morfologia e concentração espermática (Rijsselaere et al., 2005).  

Os problemas principais destes sistemas de medição computadorizados são 

os elevados custos de investimento e a necessidade de padronização e validação do 

sistema antes que todo o uso prático esteja possível (Iguer-Ouada; Verstegen, 2001; 

Smith; England, 2001; Rijsselaere et al., 2003).  

Em cães, as alterações significativas das características da motilidade 

medidas por sistemas de CASA foram descritas devido à diluição da amostra do sêmen, 

do diluente usado, da temperatura da análise e da câmara de contagem. Uma vez que estes 

sistemas foram padronizados, um grau elevado de repetibilidade pode ser conseguido com 

coeficientes de variação inter e intra ensaios <12% para maioria dos parâmetros (Iguer-

Ouada; Verstegen, 2001; Smith; England, 2001; Rijsselaere et al., 2003). 

Se verificou ainda, uma relação significativa entre padrões de motilidade 

avaliados pelo CASA: VAP, VSL e frequência de batimento cruzado (BCF), com 

interações in vitro entre espermatozoides caninos congelados-descongelados e oócitos 

homólogos, evidenciando assim a utilização do CASA como uma ferramenta auxiliar para 

avaliação espermática canina (Silva, 2005). 

A biotecnologia da recuperação de espermatozoides epididimários em cães, 

no município de Teresina, Piauí não é aplicada na prática da reprodução canina e a escolha 
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dos diluidores que serão empregados na recuperação e avaliação espermática, podem ser 

muito úteis para uma possível refrigeração e criopreservação deste material genético, 

podendo dessa forma, auxiliar como recurso reprodutivo para aqueles animais de alto 

valor comercial ou afetivo que precisam ser esterilizados ou que vêm a óbito de forma 

súbita. Além disso, serão analisadas as características seminais quanto aos parâmetros 

que influenciam direta e indiretamente na fertilidade destes animais, podendo, se tornar 

mais uma ferramenta biotecnológica de fácil acesso aos criadores de cães que se 

interessem por essa temática. 

Este trabalho pode servir como mais uma ferramenta da biotecnologia 

aplicada à reprodução animal, já que serão empregadas duas técnicas de recuperação de 

espermatozoides epididimários de cães e avaliados sob dois diluidores utilizados na 

prática reprodutiva, sendo um de origem animal, amplamente difundido na reprodução 

animal e o outro, de origem vegetal, pouco difundido, apesar de resultados satisfatórios. 

Estes dados poderão dar suporte para o mercado pet, quanto à conservação do 

material genético dessa espécie animal. 

Desta forma objetivou-se avaliar a taxa de recuperação de espermatozoides 

da cauda do epidídimo de cães, após a orquiectomia, utilizando as técnicas de flutuação 

e fluxo retrógrado, bem como avaliar a viabilidade destes espermatozoides recuperados 

em meio diluidor tris-gema de origem animal (gema de ovo). 
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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de recuperação de espermatozoides da cauda 

do epidídimo de cães orquiectomizados, utilizando as técnicas de fluxo retrógrado (FR) 

e flutuação (FL) em meio diluidor tris-gema, antes e após criopreservação. Foram 

coletados 30 complexos testículo-epididímos (CTE) dos animais, sendo 15 para FR e 15 

para FL e após adição de 3 mL do diluidor foram avaliados os parâmetros de motilidade 

total (MOT) e vigor (V) espermáticos. Em seguida, o material seminal foi criopreservado 

e realizado o teste de termorresistência (TTR) dos espermatozoides nos tempos T0, T30, 

T60 e T90 minutos pós-criopreservação, bem como a avaliação da integridade da 

membrana plasmática e acrossomal por sondas fluorescentes e análise computadorizada 

do sêmen (CASA). Não houve diferença estatística (P>0,05) entre as técnicas testadas 

quanto à MOT e V espermáticos no sêmen fresco diluído (FR-MOT: 82,3% e V:3,4; FL-

MOT: 79,6% e V: 3,2) e no pós-criopreservado (FR-MOT: 34% e V:2,8; FL-MOT: 30% 

e V: 2,7). A partir do T30 houve diferença significativa quanto a MOT e V espermáticos 

nas técnicas utilizadas (FR-MOT: 24% e V: 2,4; FL-MOT: 20% e V: 2,2). O tempo 

também prejudicou a integridade do acrossoma dos espermatozoides a partir do T30 (FL: 

18,7% e FR: 14,6%). Quanto ao CASA, houve diferença estatística somente na motilidade 

progressiva (MOP) dos espermatozoides entre as técnicas utilizadas (FR-MOP: 8,3% e 

FL-MOP: 2,6%). Conclui-se que as técnicas de recuperação de espermatozoides 

epididimários testadas neste trabalho podem ser utilizadas em cães recentemente 

castrados e na pós-criopreservação.  

Palavras-chave: sêmen, epidídimo, canino, flutuação, fluxo retrógrado. 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the recovery rate of sperm from the epididymis 

tail of orchiectomized dogs, using the techniques of retrograde flow (FR) and flotation 

(FL) in tris-egg yolk extender, before and after cryopreservation. A total of 30 testis-

epididymal complexes (CTE) were collected from the animals, 15 for FR and 15 for FL 

and after addition of 3 mL of the diluent, the parameters of total motility (MOT) and vigor 
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(V) were evaluated. Then, the seminal material was cryopreserved, thawed and soon after, 

the thermoresistance test (TTR) of the spermatozoa at T0, T30, T60 and T90 minutes was 

performed, as well as the integrity evaluation of the plasma and acrosomal membrane by 

fluorescent probes and computerized semen analysis (CASA). There was no statistical 

difference (P> 0.05) between the techniques tested for MOT and V spermatozoa in fresh 

diluted semen (FR-MOT: 82,3% e V:3,4; FL-MOT: 79,6% e V: 3,2) and post-

cryopreserved (FR-MOT: 34% e V:2,8; FL-MOT: 30% e V: 2,7). From the T30 there was 

a significant difference regarding MOT and V sperm in the techniques used (FR-MOT: 

24% e V: 2,4; FL-MOT: 20% e V: 2,2). The time also damaged the integrity of the sperm 

acrosome from the T30 (FL: 18,7% e FR: 14,6%). Regarding the CASA test, there was 

statistical difference only in the progressive motility (MOP) of spermatozoa among the 

techniques used (FR-MOP: 8,3% e FL-MOP: 2,6%). It is concluded that the epididymal 

sperm recovery techniques tested in this study can be used in recently castrated dogs and 

post-cryopreservation. 

Keywords: semen, epididymis, canine, flotation, retrograde flow. 

INTRODUÇÃO 

A coleta de espermatozoides epididimários é utilizada, experimentalmente, 

em diversas espécies animais (Granemann, 2006; Mota Filho et al., 2013; Lima et al., 

2016), sendo um recurso importante em casos de animais de alto valor genético ou de 

grande estima, que precisam ser esterilizados ou que vêm a óbito. A técnica possibilita, 

dentro de um determinado período de tempo, a recuperação dos espermatozoides da cauda 

do epidídimo do animal e pode ser uma oportunidade para assegurar a preservação do 

material genético (Mota Filho; Silva, 2012), já que esses gametas, assim que recolhidos, 

são capazes de resistir à refrigeração, até serem, posteriormente, criopreservados (Martins 

et al., 2007). 

A obtenção de espermatozoides epididimários é preferencialmente realizada 

por duas técnicas: flutuação e fluxo retrógrado. A primeira consiste em fatiar a cauda do 

epidídimo e deixá-lo em um meio diluidor para que os espermatozoides migrem para o 

meio e a outra promove um fluxo retrógrado na cauda do epidídimo aplicando-se pressão 

aos vasos deferentes até que o conteúdo da cauda saia através de um corte feito na junção 

com o corpo do epidídimo (Garde et al., 1994; Yu; Leibo, 2002).  
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Na técnica de flutuação, o complexo testículo-epidídimo é lavado e dissecado 

até o isolamento completo da cauda do epidídimo e do ducto deferente, estes são 

posicionados sobre uma placa de Petri com um diluidor aquecido a 37°C. Em seguida, o 

fatiamento do epidídimo é realizado e a solução obtida é recuperada e avaliada. A técnica 

de fluxo retrógrado é muito indicada, pois as amostras obtidas apresentam um menor nível 

de contaminação e são de melhor qualidade em relação aos outros métodos (Martinez-

Pastor et al., 2006).  

A gema de ovo é comumente utilizada nos diluidores seminais pelo fato de 

proteger as células durante as etapas de congelação e descongelação, com ação 

característica sobre a membrana plasmática dos espermatozoides. Além de que sua 

utilização, juntamente com crioprotetores associados, constitui uma alternativa para 

criopreservação do sêmen canino (Salamon; Maxwell, 2000; Rizzoto et al., 2014). 

Nesse contexto, este trabalho objetivou avaliar a taxa de recuperação de 

espermatozoides da cauda do epidídimo de cães, após a orquiectomia, utilizando as 

técnicas de fluxo retrógrado e flutuação, bem como avaliar a viabilidade destes 

espermatozoides em meio diluidor tris-gema após a criopreservação, podendo assim, 

oferecer mais uma ferramenta de biotecnologia aplicada à espécie canina. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi apresentado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí – UFPI sob o número de 

protocolo 304/17. Critérios de inclusão para avaliação da sanidade dos animais utilizados 

neste experimento foram estabelecidos através de exames andrológicos preconizados pelo 

CBRA (2013), além da realização de hemograma, bioquímica sérica e sorologia para 

leishmaniose visceral (LV) e brucelose.  

As amostras sanguíneas dos trinta cães utilizados neste trabalho foram 

colhidas em tubos a vácuo com anticoagulante para realização de hemograma e sem 

anticoagulante para as análises de bioquímica sérica (ureia, creatinina, proteínas totais, 

albumina e globulina) e sorologia para LV e brucelose.  

Os exames hematológicos e bioquímicos foram realizados no Laboratório de 

Patologia Clínica do Hospital Veterinário da Universidade Federal do Piauí (HVU/UFPI) 

e a sorologia para LV canina foi realizada no Laboratório de Parasitologia do 
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Departamento de Parasitologia e Microbiologia da UFPI, utilizando o teste sorológico 

TRDPP®, kit comercial da Bio-Manguinhos, seguindo as recomendações do fabricante. 

Na sorologia para brucelose foi utilizada a técnica de Imunodifusão em gel 

de ágar (IDGA) realizada no Laboratório de Fisiopatologia da Reprodução da Fêmea, 

UFPI. Esta técnica consistiu no emprego de antígeno contendo proteínas e 

lipopolissacarídeos solúveis, extraídos da bactéria Brucella ovis, amostra Reo 198, 

produzido pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (Tecpar®) e as provas foram realizadas 

de acordo com as recomendações do fabricante. 

Neste experimento, foram utilizados trinta complexos testículo-epididímos 

(CTE) de cães machos aparentemente saudáveis, sexualmente maduros, com idade entre 

2 a 8 anos de idade, pesando entre cinco e quinze quilogramas (kg), sem raça definida 

(SRD), sendo quinze CTE destes animais direcionados para cada técnica de recuperação 

de espermatozoides epididimários (flutuação e fluxo retrógrado). 

A coleta dos trinta CTE foi realizada após a orquiectomia de cães 

provenientes de cirurgias eletivas realizadas no HVU/UFPI e em quatro clínicas 

veterinárias particulares do município de Teresina, Piauí. O material coletado foi 

acondicionado em sacos plásticos estéreis, previamente identificados, contendo solução 

salina (NaCl 0,9%) e levado para o Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal 

(LBRA/UFPI), até a realização do procedimento das técnicas, conforme metodologia 

proposta por Mota Filho (2014). 

Na técnica de flutuação (FL), os epidídimos e os ductos deferentes foram 

dissecados até o isolamento completo da cauda do epidídimo e do ducto, estes foram 

posicionados sobre uma placa de Petri de 90x15mm de diâmetro e fatiados em cortes 

seriados, adicionados de 3 mL do diluidor tris-gema aquecido a 37°C, permanecendo por 

10 minutos. Na técnica de fluxo retrógrado (FR), após a dissecação do epidídimo, foi 

aplicada uma pressão nos vasos deferentes por meio de uma lâmina de vidro até que o 

conteúdo da cauda do epidídimo saísse por meio de um corte realizado na junção com o 

corpo do epidídimo, sendo também colocados em placa de Petri, adicionados com a 

mesma quantidade e o mesmo diluidor supracitados. 

O volume do sêmen recuperado por cada técnica foi mensurado em tubo de 

coleta do tipo falcon de 15mL. Em seguida, foram avaliados os parâmetros de motilidade 

total (0-100%), vigor espermático (1-5), concentração (espermatozoides/mL) e 
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morfologia espermática (%). A concentração espermática foi determinada pela técnica da 

Câmara de Neubauer, a morfologia pela técnica de “preparação úmida” e a leitura foi 

realizada sob microscopia de contraste de fases em objetiva de 20x. Nesta última, foram 

avaliados 200 espermatozoides por lâmina e classificados em defeitos maiores e defeitos 

menores (Blom, 1973; CBRA, 2013). Os resultados foram anotados e tabelados para 

posterior avaliação estatística. 

Logo após essa avaliação, os tubos de coleta com o sêmen diluído foram 

submetidos ao processo de refrigeração em geladeira até atingir a temperatura de 5 °C, 

sendo estabilizado por uma hora nesta temperatura. Em seguida, foram envasadas em 

palhetas de 0,5mL, previamente identificadas e colocadas a 5 cm da superfície de um 

isopor contendo nitrogênio líquido, durante cinco minutos e posteriormente colocados em 

botijão para criopreservação. 

Após duas semanas desse procedimento, foi realizado o teste de 

termorresistência (TTR), onde as amostras de sêmen foram colocadas em microtubos de 

1,5mL, incubadas a 37°C em banho-maria e avaliadas quanto à motilidade total e vigor 

espermático nos tempos T0, T30, T60 e T90 minutos, sob microscopia óptica em objetiva 

de 20x. 

Foi avaliada a integridade da membrana plasmática espermática com o uso de 

sondas fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers (1990), onde alíquotas de 

50 μL de sêmen foram diluídas em 150 μL de tris contendo 5 μL de Diacetado de 

Carboxifluoresceína) (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 μL de Iodeto de Propídio (0,5 mg/mL 

em PBS), incubadas por 10 minutos a 37 ºC e fixadas com PBS contendo 0,5% de 

glutaraldeído. A análise ocorreu pela contagem de 200 espermatozoides em microscópio 

de epifluorescência em objetiva de 40x. As células que apresentaram fluorescência verde 

foram consideradas com membrana plasmática íntegra, enquanto aquelas que 

apresentaram fluorescência vermelha foram consideradas danificadas. 

Para análise do acrossoma foi utilizado o isocianato de fluoresceína 

conjugado (FITC-PNA). Uma alíquota de 100 μL da solução de FITC-PNA (1 mg/mL) 

foi descongelada e adicionada a 900 μL de PBS para obter a concentração final de 100 

μg/mL. Alíquotas de 20μL desta solução foram inseridas sobre lâminas previamente 

preparadas com 10 µL de sêmen descongelado diluído em 990 µL de PBS e incubadas 

por 15 minutos em câmara úmida a 4 ºC, na ausência de luz. Imediatamente antes da 
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avaliação, 5 μL de meio de montagem (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, 5 mg de 

pphenylenediamine, 5mg azida sódica) foi colocado sobre uma lâmina e coberto com 

lamínula. Foram avaliados 200 espermatozoides, em objetiva de 100x, usando 

microscopia de epifluorescência. As células espermáticas foram classificadas como 

portadoras de acrossomas intactos (AI), quando a região acrossomal apresentou 

fluorescência verde brilhante e acrossoma reagido (AR), quando apresentou apenas na 

região equatorial da cabeça espermática a coloração verde ou fluorescência verde. 

A análise Computadorizada do Sêmen foi realizada pelo sistema Computer-

Assisted Semen Analyses (CASA) em software específico (Sperm Class Analyser®, 

Microptic S.L. versão 5.2.0), no Laboratório de Reprodução de Carnívoros da 

Universidade Estadual do Ceará (UECE), que consistiu na utilização de uma alíquota de 

10 μL do sêmen pós-criopreservado de cada amostra inserida em lâmina previamente 

aquecida a 37ºC e analisado com auxílio de microscópio de contraste de fase acoplado a 

uma vídeo-câmera adaptada ao sistema. Para cada amostra foram analisados quatro 

campos. Dentre os parâmetros avaliados foram registrados: motilidade total (MOT - %), 

motilidade progressiva (MOP - %), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em 

linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso (VAP - μm/s), linearidade (LIN - 

%), retilinearidade (STR - %), índice de oscilação ou wobble (WOB), amplitude (ALH - 

μm) e frequência de batimento flagelar cruzado (BCF - Hz), individual para cada 

espermatozoide analisado. 

Para a análise estatística dos dados foi obtida as médias e desvio-padrão das 

taxas de recuperação de espermatozoides epididimários, utilizando a Análise de 

Variância, Programa Statistical Analysis System for Windows (SAS) e empregando o 

teste de Tukey no caso de diferenças significativas entre as técnicas testadas. Os 

resultados foram considerados significativos quando p˂0,05.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os animais deste trabalho estavam dentro dos critérios de inclusão de 

sanidade preconizados para este estudo, com o perfil hematológico e bioquímico dentro 

da normalidade para a espécie canina e negativos para os testes sorológicos de LV e 

brucelose. 
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Quanto às patologias espermáticas, os animais deste trabalho apresentaram 

índice elevado de anormalidades espermáticas, chegando a 74,0% de defeitos maiores e 

78,6% de defeitos totais. A alteração frequentemente encontrada foi a gota citoplasmática 

distal (72%). 

Outros estudos também observaram diferenças entre a morfologia de 

espermatozoides provenientes da cauda do epidídimo e do sêmen obtido por 

eletroejaculação de gatos, sendo relatada que o sêmen proveniente desta última técnica, 

apresentou maior porcentagem de células espermáticas com anormalidades de cauda e a 

gota citoplasmática distal foi o defeito morfológico frequentemente encontrado em 

espermatozoides provenientes da cauda do epidídimo, o que provavelmente estava 

relacionado com o processo de maturação espermática, já que durante sua passagem pelo 

epidídimo é que o espermatozoide perde este resquício citoplasmático (Axnèr et al., 

1998).  

Conforme os resultados encontrados, observou-se que tanto as técnicas de 

fluxo retrógrado como de flutuação podem ser utilizadas para recuperação espermática 

da cauda do epidídimo de cães após a orquiectomia. 

A literatura relata que a coleta de espermatozoides da cauda do epidídimo 

através da técnica de fluxo retrógrado é a mais indicada, pois as amostras obtidas 

apresentam um menor nível de contaminação e apresentam melhor qualidade em relação 

aos outros métodos (Martinez-Pastor et al., 2006), porém, neste estudo não obteve-se 

diferença significativa entre as técnicas avaliadas quanto aos parâmetros de motilidade e 

vigor tanto no sêmen fresco como no pós-criopreservado (Tab 1.) 

 

Tabela 1. Motilidade total e vigor espermático analisados pelas técnicas de recuperação 

de espermatozoides epididimários de cães após orquiectomia, em sêmen fresco diluído e 

pós-criopreservado ( ±EMP). 

Técnicas de 

Recuperação de 

Espermatozoides 

Epididimários 

Parâmetros Analisados 

Sêmen Fresco  Sêmen Pós-Criopreservado 

Motilidade Vigor Motilidade Vigor 

(N=15) (N=15) (N=15) (N=15) 

±EMP ±EMP ±EMP ±EMP 

Flutuação 79,6±8,95a 3,2±0,31a 30±10,69a 2,7±0,41a 

Fluxo Retrógrado 82,3±7,76a 3,4±0,33a 34±12,98a 2,8±0,51a 
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Letras iguais na mesma coluna não indicam diferença estatística (p<0,05). 

 

Em um estudo realizado com o objetivo de avaliar a qualidade seminal de 

cães observou-se que a motilidade de espermatozoides recuperados pela técnica de 

flutuação foi de 65% (Yu; Leibo, 2002) e pela técnica de fluxo retrógrado em outro estudo 

foi de 68% (Mota Filho et al., 2013), diferindo dos resultados encontrados neste trabalho, 

onde observou-se valores superiores para o sêmen fresco. Já para o parâmetro vigor 

espermático foram descritos valores de 3,6 na técnica de flutuação (Angrimani et al., 

2014) e 3,5 na de fluxo retrógrado (Mota Filho, 2014), um pouco acima dos encontrados 

nestes resultados. 

No Teste de Termorresistência, a partir do T30 houve influência negativa nos 

parâmetros de motilidade e vigor, em ambas as técnicas, com redução considerável desses 

valores decorridos 30 minutos pós-criopreservação (Tab. 2).  

 

 

 

 

 

Tabela 2. Motilidade e vigor espermático do sêmen de cães orquiectomizados, avaliados 

por Teste de Termorressistência (TTR), nos tempos T0 a T90 minutos pós-

criopreservação ( ±EMP). 

Técnicas 

TTR (Motilidade)  TTR (Vigor) 

T0 T30 T60 T90 T0 T30 T60 T90 

(N=15) (N=15) (N=15) (N=15) (N=15) (N=15) (N=15) (N=15) 

±EMP ±EMP ±EMP ±EMP ±EMP ±EMP ±EMP ±EMP 

FL 30±10,6a 20±11,1b 16,6±10,2b 8,3±10,6b 2,7±0,4a 2,2±0,77b 2±0,87b 1±1,1b 

FR 34±12,9a 24,3±12,3b 16,3±10,2b 9,3±10,9b 2,8±0,5a 2,4±0,79b 2±0,92b 1±1,1b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05). 

 

A ação do tempo sobre os parâmetros citados também foi observada em outro 

estudo, onde foram analisadas a motilidade e o vigor espermático de amostras seminais 

pós-criopreservadas de cães positivos e negativos para LV canina, nos tempos T0 a T60 

minutos pós-criopreservação, observando-se também uma diminuição progressiva desses 

parâmetros (Melo Evangelista et al., 2016). 
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 A sobrevivência dos espermatozoides após o processo de congelação e 

descongelação aparentemente depende das características principais da membrana 

plasmática, como composição bioquímica, resistência física, comportamento térmico e 

osmótico (De Leeuw et al., 1991). Porém, acredita-se que a termorresistência pós-

descongelação pode ser mais baixa para o espermatozoide canino do que para o de outras 

espécies e estes resultados também podem ser atribuídos à variação de congelabilidade 

seminal individual de cada animal (Ström et al., 1997) 

Durante a avaliação do acrossoma, o tempo prejudicou a integridade destas 

células espermáticas também a partir do T30, diminuindo a quantidade de 

espermatozoides com acrossoma íntegro ao longo do tempo. Já na porcentagem de 

espermatozoides com membrana plasmática íntegra, o tempo não interferiu nestas células 

mesmo decorridos 90 minutos pós-criopreservação (Tab. 3 e Tab. 4).  

 

 

 

 

 

Tabela 3. Integridade da membrana acrossomal dos espermatozoides de cães 

orquiectomizados, avaliados por sondas fluorescentes, nos tempos T0 a T90 minutos pós-

criopreservação ( ±EMP). 

Técnicas 

Integridade da Membrana Acrossomal 

T0 T30 T60 T90 

(N=15) (N=15) (N=15) (N=15) 

±EMP ±EMP ±EMP ±EMP 

Flutuação 26,8±18,6a 18,7±14,5b 13,6±13,4b 9,2±8,5b 

Fluxo Retrógrado 20,4±15,5a 14,6±13,1b 9,8±9,2b 7,7±7,8b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05). 

 

Tabela 4. Integridade da membrana plasmática dos espermatozoides de cães 

orquiectomizados, avaliados por sondas fluorescentes, nos tempos T0 a T90 minutos pós-

criopreservação ( ±EMP). 

Técnicas Integridade da Membrana Plasmática 



61 
 

T0 T30 T60 T90 

(N=15) (N=15) (N=15) (N=15) 

±EMP ±EMP ±EMP ±EMP 

Flutuação 33,7±17,8a 29,6±14,7a 28,2±16a 26,7±15a 

Fluxo Retrógrado 32,1±19,3a 29,6±17,8a 31±21,1a 29,2±18,5a 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05). 

 

No entanto, em um estudo realizado após a conservação de epidídimos de 

cães por um período de até 72 horas na temperatura de 4ºC, não observou-se alterações 

na integridade das membranas plasmática e acrossomal. Contudo, obtiveram queda 

progressiva de motilidade espermática ao longo do período de conservação nos tempos 

zero, 24, 48 e 72 horas (Tittarelli et al., 2006). Já em outra pesquisa com o intuito de 

prolongar ainda mais o tempo de conservação dos epidídimos, manteve-se os mesmos por 

até oito dias em temperatura de 4ºC e observou-se diminuição da motilidade espermática. 

Em contrapartida, mesmo após o longo período de conservação, foi possível observar 

células com membrana plasmática intacta e com capacidade de ligação à zona pelúcida 

(Yu; Leibo, 2002).  

Com relação à análise computadorizada do sêmen (CASA), houve diferença 

significativa no parâmetro seminal de motilidade progressiva (MOTP) entre as técnicas 

de flutuação e fluxo retrógrado (Tab. 5).  

 

Tabela 5. Cinética de espermatozoides de cães orquiectomizados, avaliados pelo CASA 

pós-criopreservação ( ±EMP). 

 Parâmetros Avaliados 

Técnic

as 

M

O

T 

M

O

P 

V

C

L 

VS

L 

VA

P 
LIN 

ST

R 

WO

B 

AL

H 

BC

F 

FL 18,

1±

9,4

a 

2,6

± 

2,2

a 

50

,6

±1

0a 

23,6

± 

7,1a 

30,2

± 

6,4a 

47,4

± 

13,1

a 

78,5

± 

8,5a 

60,7

± 

11,3

a 

2,2

± 

1,7

a 

6,5

± 

5,2

a 

FR 21,

3±

17,

6a 

8,3

± 

12,

2b 

53

,2

±1

1a 

24,2

± 

5,2a 

30,5

± 

5,4a 

46± 

8,2a 

78,4

± 

5,5a 

58,4

± 

7,2a 

2,1

± 

1,1

a 

6,9

± 

3,9

a 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05). 

Legenda: MOT: motilidade total; MOP: motilidade progressiva; VCL: velocidade curvilinear; VSL: 

velocidade em linha reta ou linear; VAP: velocidade média do percuso; LIN: linearidade; STR: 
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retilinearidade; WOB: índice de oscilação ou wobble; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeça 

do espermatozoide e BCF: frequência de batimento flagelar cruzado. 

 

 

A técnica de FR apresentou motilidade progressiva maior quando comparada a 

técnica de FL, apesar de que, em ambas, esse parâmetro foi baixo. A motilidade 

espermática total é comumente apontada como uma das mais importantes características 

associadas com a habilidade fertilizante do espermatozoide (Cox et al., 2006). Apesar da 

avaliação da motilidade espermática não poder ser usada como uma mensuração dos 

espermatozoides vivos e mortos na amostra, ela fornece a informação de um fator que é 

necessário para a capacidade fertilizante do espermatozoide, pois a motilidade é a 

manifestação da sua competência estrutural e funcional (Peña-Martinez, 2004). Nestes 

resultados, revela-se que esse parâmetro pode interferir, de certa forma, na fertilidade dos 

espermatozoides recuperados da cauda do epidídimo de cães após a criopreservação. 

 

 

 

CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos conclui-se que as técnicas de recuperação de 

espermática epididimária podem ser utilizadas a fresco para criopreservação de sêmen de 

cães recentemente castrados e na pós-criopreservação de forma imediata, porém mais 

estudados devem ser realizados para obtenção de novos resultados. 
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ANEXO I 

 

 

 

 Cálculo Amostral: 
 

Fórmula             n = Z2
α/2 . N . (1-P) / ε2

r . P (N-1) + Z2
α/2 (1-P) 

 

n: Número da Amostra 

Zα/2: Nível de Confiança 

P: Prevalência 

εr: Erro relativo  εr: ε/P 

N: Tamanho População 

 

 

n:? 
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Zα/2: 1,96                              n = (1,96)2 x 120 x (1- 0,5)/ (0,1) x 0,5 (120-1) + (1,96)2 x 

0,5 

P: 50% = (0,5)                                                n =29,28 animais 

εr = 0,05/05 ; εr = 0,1                                     n ≈ 30 animais 

N = 120 testículos                                 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO II 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO 

 

Eu, ........................................................................................................................, 

CPF nº................................... tutor (proprietário) do animal ..............................., 

autorizo a coleta de amostras sanguíneas para realização de teste sorológico de 

leishmaniose, Leptospirose e brucelose. Autorizo ainda a coleta dos testículos 

pós-castração para finalidade do projeto de pesquisa intitulado “EFICIÊNCIA DE 

DUAS TÉCNICAS DE RECUPERAÇÃO DE ESPERMATOZÓIDES 

EPIDIDIMÁRIOS DE CÃES E AVALIAÇÃO EMINAL UTILIZANDO OS 

DILUIDORES TRIS-GEMA E LECITINA DE SOJA”, que será realizado no 

período de Maio de 2017 a Março de 2018.  
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Tutor ou Responsável pelo Animal  
Teresina,_____/_____/_____ 

 

 

 


