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RESUMO 

 

O uso de sêmen congelado depende que sejam mantidos alguns atributos 

espermáticos para se obter sucesso na fertilização do oócito, e a adição de 

substâncias crioprotetoras promovem proteção ao espermatozoide durante a 

congelação. A criopreservação induz uma série de modificações físicas e 

bioquímicas nos espermatozoides que levam a alterações na célula espermática. 

Estas alterações estão associadas à perda da motilidade, ruptura da membrana 

plasmática e acrossomal, estresse oxidativo, entre outras, promovendo danos 

irreversíveis ao espermatozoide. Além de fatores relacionados a cadela, como 

momento da ovulação, oócitos imaturos, e local de inseminação, a utilização de 

sêmen canino criopreservado é prejudicada pela viabilidade espermática pós-

descongelação, que em muitas vezes pode ser baixa em decorrência de danos 

tanto na estrutura quanto na função dos espermatozoides e podem ser atribuídos 

ao choque térmico durante a congelação. Esses danos podem ser diminuídos 

com o uso de diluentes adequados para a criopreservação. Assim, o objetivo 

deste estudo é avaliar a eficácia de três diluentes comerciais para congelação 

de sêmen canino, sendo 2 a base de gema de ovo (Gema1 e Gema2) e 1 a base 

de lecitina de soja (Lecitina), sobre a qualidade espermática pós-descongelação. 

O estudo foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram 10 animais 

utilizados. Após a colheita, cada ejaculado foi dividido em 3 alíquotas iguais, 

diluídos nos respectivos meios de congelação na concentração de 100x106 

espermatozoides/mL, envazados em palhetas de 0,5mL, submetidos à 

congelação obedecendo os critérios de estabilização de acordo com os 

fabricantes, e armazenadas em nitrogênio líquido. No experimento 2, foram 

selecionados os dois melhores diluentes do experimento 1 para nova avaliação 
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e comparação, aumentando o número de amostras diminuindo assim o erro 

amostral, então foram adicionados mais 5 animais aumentando o número de 

amostras em 50%. A descongelação foi realizada a 37ºC por 30 segundos. As 

amostras foram submetidas a análise computadorizada da cinética espermática 

pelo CASA e integridade das membranas e potencial mitocondrial por citometria 

de fluxo após descongelação. No experimento 1 os diluentes a base de gema de 

ovo apresentaram resultado significativamente superior em comparação ao meio 

a base de lecitina de soja, para os parâmetros de motilidade total, motilidade 

progressiva, espermatozoides com movimento rápido, integridade de membrana 

plasmática e acrossomal, estabilidade de membrana plasmática, e alto potencial 

mitocondrial. No experimento 2, os 2 melhores diluentes do experimento 1 foram 

os dois a base de gema de ovo, e houve diferença significativa entre os meios 

que apresentaram motilidade total de 59,9%±3,3 e 52,3%±2,2 para Gema1 e 

Gema2 respectivamente, na avaliação da membrana por citometria o meio 

Gema1 também apresentou melhores resultados que o meio Gema2, 54,5%±3,3 

e 45,0%±4,0 para integridade de membrana plasmática e acrossomal, e 

47,6%±4,5 e 37,3%±3,5 para estabilidade de membrana plasmática 

respectivamente. Em conclusão pode-se afirmar que a lecitina de soja não 

atingiu resultados satisfatórios para os parâmetros espermáticos avaliados 

comparados a gema de ovo, e entre os meios a base de gema de ovo o meio 

Gema1 apresentou resultados superiores para os parâmetros avaliados pós-

descongelação para espécie canina. 

 

Palavra-chave: Criopreservação, Espermatozoide, Cães, Gema de Ovo, Lecitina 

de Soja, Inseminação Artificial 
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ABSTRACT 

 

The use of frozen semen depends on maintaining some sperm attributes for 

successful fertilization of the oocyte, and the addition of cryoprotective 

substances promotes protection to the sperm during freezing. Cryopreservation 

induces a series of physical and biochemical changes in sperm that lead to 

changes in the sperm cell. These changes are associated with loss of motility, 

rupture of the plasma and acrosomal membrane, oxidative stress, among others, 

promoting irreversible damage to the sperm. In addition to factors related to the 

bitch, such as time of ovulation, immature oocytes, and site of insemination, the 

use of cryopreserved canine semen is impaired by post-thawing sperm viability, 

which can often be low due to damage to both structure and structure. in sperm 

function and can be attributed to heat shock during freezing. These damages can 

be reduced with the use of diluents suitable for cryopreservation. Thus, the 

objective of this study is to evaluate the effectiveness of three commercial 

extenders for canine semen freezing, 2 of which are egg yolk based (Gema1 and 

Gem2) and 1 are soy lecithin (Lecithin) on sperm quality post-thawing. The study 

was divided into 2 experiments, in experiment 1 10 animals were used. After 

collection, each ejaculate was divided into 3 equal aliquots, diluted in the 

respective freezing media at a concentration of 100x106 spermatozoa/mL, 

poured into 0.5mL straws, subjected to freezing according to the stabilization 

criteria according to the manufacturers, and stored in liquid nitrogen. In 

experiment 2, the two best diluents from experiment 1 were selected for further 

evaluation and comparison, increasing the number of samples, thus decreasing 

the sampling error, then 5 more animals were added, increasing the number of 

samples by 50%. Thawing was performed at 37°C for 30 seconds. The samples 

were submitted to computerized analysis of sperm kinetics by CASA and 
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membrane integrity and mitochondrial potential by flow cytometry post-thawing. 

In experiment 1, the egg yolk-based extenders presented a significantly superior 

result compared to the soy lecithin-based medium, for the parameters of total 

motility, progressive motility, fast moving spermatozoa, plasma and acrosomal 

membrane integrity, stability of plasma membrane, and high mitochondrial 

potential. In experiment 2, the 2 best extenders of experiment 1 were both egg 

yolk-based, and there was a significant difference between the media that 

showed total motility of 59.9%±3.3 and 52.3%±2.2 for Gema1 and Gema2 

respectively, in the evaluation of the membrane by cytometry, the Gema1 

medium also presented better results than the Gema2 medium, 54.5%±3.3 and 

45.0%±4.0 for plasma and acrosomal membrane integrity, and 47.6%±4.5 and 

37.3%±3.5 for plasma membrane stability respectively. In conclusion, it can be 

stated that soy lecithin did not achieve satisfactory results for the evaluated sperm 

parameters compared to egg yolk, and among the egg yolk-based medium, the 

Gema1 medium showed superior results for the parameters evaluated after 

thawing for canine species 

 

Keywords: Cryopreservation, Sperm, Dogs, Egg Yolk, Soy Lecithin, Artificial 

Insemination 
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1 Introdução 

 

A criopreservação do material genético é de suma importância, tanto para 

a preservação de espécies selvagens ameaçadas de extinção, como para 

manter uma reserva genética mesmo em espécies não ameaçadas de extinção 

como por exemplo o Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), formando um banco 

criogênico para o futuro das espécies (MACHADO, 2016), e de cães de raça 

pura com alto valor zootécnico visando o melhoramento genético das raças 

(LUCIO, 2012; CERDEIRA et al., 2020; QAMAR, 2020). Além de prevenir 

doenças sexualmente transmissíveis, possibilita a utilização do material genético 

do cão independente das barreiras geográficas (MAHIDDINE e KIM, 2021). 

Durante a criopreservação o sêmen apresenta queda na qualidade pós-

descongelação. Parte desta perda é decorrente das alterações na membrana 

celular (SICHERLE et al., 2020; KIM et al., 2021), em consequência de diversos 

fatores, entre estes podemos destacar o choque térmico que pode propiciar a 

formação de cristais de gelo no interior da célula espermática (LUCIO et al., 

2016; MAHIDDINE et al., 2020) e a diferença na pressão osmótica intra e 

extracelular que pode alterar o tamanho da célula causando o rompimento da 

membrana (SILVA, 2006; MAHIDDINE et al., 2020). Para minimizar estes efeitos 

é necessário que diminua a quantidade de água do interior da célula (DALCIN e 

LUCCI, 2010).  

Dessa forma a adição do meio diluente crioprotetor para congelação ao 

sêmen promove uma melhor qualidade espermática pós-descongelação. As 

substâncias crioprotetoras podem ser intracelular ou extracelular. O crioprotetor 

intracelular é capaz de penetrar na célula e retirar a água intracelular (CASTRO 

et al., 2011; LENZ et al., 2018) e liga-se ao hidrogênio das moléculas de água 

restantes aumentando a viscosidade do liquido intracelular e assim diminui a 

formação de cristais de gelo durante o processo de congelação, o que poderia 

causar danos irreversíveis a célula (CASTRO et al., 2011). O crioprotetor 

extracelular promove um aumento da osmolaridade do meio extracelular 

favorecendo a saída da água intracelular contribuindo para a diminuição da 

formação de cristais de gelo no interior da célula espermática (SIEWERT et al., 

2018), existem uma grande quantidade de substâncias utilizadas como agentes 
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crioprotetores extracelulares como o leite desnatado, água de coco, gema de 

ovo e lecitina de soja (SANTOS et al., 2016). 

A gema de ovo é uma substância crioprotetora extracelular, e seu 

mecanismo de ação não foi totalmente elucidado, sabe-se que é uma 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e interage com a membrana espermática 

auxiliando na sua estabilidade diminuindo a ocorrência de desequilíbrio osmótico 

(BENCHARIF et al., 2012; SUN et al., 2020; GLORIA et al., 2020). A gema de 

ovo tem a desvantagem de ser de origem animal tendo mais chances de 

contaminação (BENCHARIF et al., 2012; CALABUIG et al., 2017; SUN et al., 

2020). 

A lecitina de soja também é uma substância crioprotetora extracelular e 

surge como uma alternativa de origem vegetal diminuindo o risco de 

contaminação (SILVA e GUERRA, 2011; RODRIGUES, 2014), porém sua 

utilização apresenta resultados inferiores em comparação com a gema de ovo 

(PAPA et al., 2011; SILVA e GUERRA, 2011; RODRIGUES, 2014). 

Devido a grande variabilidade das substâncias crioprotetoras e da 

composição dos diluentes comerciais existe a necessidade de avaliar e 

aprimorar os meios diluentes para que seja possível manter a qualidade 

espermática pós-descongelação e consequentemente obter uma melhor taxa de 

prenhez nos programas de reprodução assistida na espécie canina. O objetivo 

deste estudo foi avaliar e comparar o resultado pós-descongelação do sêmen 

canino submetido a congelação com três diluentes comerciais próprios para 

congelação a base de gema de ovo e lecitina de soja, a fim de estabelecer qual 

o meio crioprotetor é mais indicado para espécie canina, isto é, o diluente 

crioprotetor que melhor mantem a qualidade espermática pós-descongelação. 

 

2. Revisão de literatura 

 

 Com a descoberta feita por Polge et al. em 1949 do efeito crioprotetor do 

glicerol sob a célula espermática possibilitou que Stewart em 1951 congelasse 

pela primeira vez o sêmen de touro (SHUKLA, 2020), e no ano de 1954 Rowson 

conseguisse com sucesso a congelação do sêmen canino, no ano de 1969 
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Seager conseguiu a primeira gestação da espécie canina por meio de sêmen 

criopreservado (SILVA et al., 2001). 

 A criopreservação do sêmen é dividida em várias etapas e todas merecem 

atenção (LUCIO et al., 2016), a colheita do sêmen, a análise do sêmen in natura, 

o processamento, a adição do crioprotetor, a resfrigeração e a congelação são 

etapas que podem promover a queda na qualidade espermática caso não sejam 

executadas corretamente (CASTELO et al., 2008). 

 

2.1 Danos causados ao espermatozoide pela criopreservação 

 

 A criopreservação do sêmen promove queda na qualidade espermática 

pós-descongelação em razão de diversos fatores, como, alteração na estrutura 

da membrana lipídica levando a alteração da permeabilidade da bicamada 

lipídica (CSERMAK JR et al., 2018; SICHERLE et al., 2020; KIM et al., 2021). A 

membrana espermática segue os modelos básicos de membranas biológicas, 

com uma bicamada de fosfolipídios (Figura 1) com proteínas associadas 

(BORGES et al., 2011), porém a membrana espermática sofre pequenas 

alterações desde a espermatogênese até sua capacitação (LENZI et al., 1996). 

Sicherle et al. (2020) observaram aumento na permeabilidade nas membranas 

plasmáticas, e um aumento de membranas comprometidas, as membranas 

acrossomais também foram afetadas observando uma diminuição de células 

intactas, e uma queda no potencial mitocondrial dos espermatozoides 

submetidos ao processo de congelação e descongelação. 

 

 

FIGURA 1 – Estrutura da membrana plasmática formada por uma bicamada lipídica. 

(Constanzo 2014) 
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A motilidade espermática e a fertilização do oócito pelo espermatozoide é 

diretamente afetada pela integridade da membrana plasmática e acrossomal, 

que pode ser afetada dependendo de sua composição (Farstad, 2009; Lucio et 

al., 2017).  

A formação de cristais de gelo durante o processo de criopreservação é 

um fator determinante que pode ocasionar a ruptura da membrana e das 

estruturas intracelulares (SANTOS el al., 2016; GUIMARÃES et al., 2018; 

TONIOLLI e CANTANHÊDE, 2019). A curva de refrigeração pode influenciar na 

formação dos cristais, se a curva for muito rápida as células espermáticas não 

perdem água suficiente aumentando a incidência dos cristais (GUIMARÃES et 

al., 2018). CERDEIRA et al. (2020) compararam o processo de congelação com 

a vitrificação e apesar da vitrificação aparentemente oferecer menos danos a 

membrana, promove maiores danos mitocondriais e na cauda espermática, 

causando danos maiores aos espermatozoides comparado a congelação 

convencional. 

A barreira a ser vencida pelos espermatozoides não é a capacidade de 

suportar os -196ºC de armazenamento em nitrogênio líquido, mas a capacidade 

de suportar temperaturas intermediárias de 15ºC à -60ºC durante a congelação 

e descongelação (MAZUR, 1984). A fase mais crítica é denominada de “tempo 

de equilíbrio” que é a estabilização à 5ºC, por isso a etapa de resfriamento é 

importante para o processo de congelação do sêmen (ANDRADE et al., 2019; 

SHUKLA, 2020). 

A qualidade espermática pós-descongelação é essencial para fertilização 

do oócito, tanto para qualidade da cinética espermática quanto da integridade de 

membrana plasmática e acrossomal, e potencial mitocondrial, portanto, a 

definição de qual diluente de congelação promove melhor proteção ao 

espermatozoide é fundamental para o sucesso na reprodução assistida na 

espécie canina (KUSUM et al., 2020). A cadela ovula em média 2 dias após o 

pico de LH que pode ser definido com a dosagem de progesterona sérica, isto é, 

quando apresenta valores de progesterona entre 1,5 e 2,5 ng/mL indica o pico 

de LH (MUKAI et al., 2020), podendo ovular em até 72h após o pico de LH 

(FELDMAN e NELSON, 2004; PHEMISTER et al., 1973). Além desta 

variabilidade quanto ao momento da ovulação, a cadela ovula oócitos imaturos 

e cerca de 24h-48h após a ovulação atingem a maturidade na tuba uterina e se 
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tornam aptos a serem fertilizados (SILVA e LIMA, 2018). Então, o sucesso na 

fertilização do oócito pelo espermatozoide criopreservado depende da 

preservação de alguns atributos indispensáveis, como, metabolismo para 

produção de energia, motilidade progressiva, enzimas acrossomais, e 

integridade da membrana plasmática (CHIRINEA et al., 2013). 

Os efeitos deletérios da congelação e descongelação, tais como formação 

de cristais de gelo, desidratação celular, choque térmico e danos a membrana 

espermática são os principais problemas a serem combatidos com a adição dos 

crioprotetores, diluidores e curva de congelamento (OLIVEIRA et al., 2013). O 

uso de substâncias que diminuam o efeito maléfico da criopreservação é uma 

necessidade para que se obtenha uma maior taxa de prenhez quando se utiliza 

sêmen congelado (OLIVEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2019). 

 

2.2 Meios diluentes para congelação de sêmen canino 

 

 A composição do diluente utilizado para criopreservação do sêmen canino 

é um fator determinante para o sucesso no processo de criopreservação. Os 

diluentes são compostos por diversas substâncias como: crioproterores 

intracelulares (glicerol, dimetilsilfóxido (DMSO), etilenoglicol), extracelulares 

(gema de ovo, leite desnatado, lecitina de soja), açucares como fonte de energia, 

sais, antibióticos e substâncias tamponantes (LUCIO, 2012; SANTOS et al., 

2016; ROSA, 2018). 

Alguns componentes estão sendo muito utilizados na preservação do 

sêmen canino. Diluentes que contenham TRIS (Tris-hidroxymethil-

aminometano) apresentam resultado satisfatório (LIMA et al., 2019), o TRIS é 

uma solução tampão (CASTELO et al., 2008; CSERMAK JR et al., 2018), tem 

alto grau de pureza e está disponível comercialmente facilitando seu uso e 

servindo de base para vários diluentes, onde se adicionam fontes de energia 

para os espermatozoides, anti-oxidantes, e protetores de membrana (CASTELO 

et al., 2008). A composição dos diluentes para congelação na espécie canina 

pode ser fator fundamental para o sucesso durante os protocolos de inseminação 

artificial com sêmen congelado, mas existem diversos meios diluentes 

crioprotetores para congelação para espécie canina (SHAKOURI et al., 2021).  
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2.2.1 Crioprotetores intra e extracelulares  

 

 Os crioprotetores intracelulares (penetrantes) tem baixo peso molecular e 

tem a capacidade de penetrar na célula (CASTRO et al., 2011), através desta 

característica tem a função de penetrar na célula espermática retirar a água 

intracelular minimizando a formação de cristais de gelo no interior da célula 

espermática (LENZ et al., 2018; TONIOLLI e CATANHEDE, 2019). Os 

crioprotetores intracelulares são osmoticamente inativos, mas sua adição 

provoca um estresse osmótico inicial, pois a água se move mais rapidamente 

através da membrana causando um desequilíbrio osmótico até sua estabilização 

(SIEME et al., 2016). 

 Glicerol, etilenoglicol, dimetilfóxido (DMSO) são exemplos de 

crioprotetores intracelulares (CASTRO et al., 2011; LENZ et al., 2018), apesar 

de sua toxicidade o glicerol é o crioprotetor intracelular mais utilizado em cães 

(CASTRO et al., 2007; ACIPRESTE et al., 2014; GUANGA et al., 2019), atua 

entrando no interior da célula espermática promovendo a saída de água 

diminuindo assim o risco de formação de cristais de gelo e consequentemente 

diminuindo o risco de danos ao espermatozoide (PAUL et al., 2021). 

 Para manter a funcionalidade espermática a membrana celular precisa ser 

protegida contra os danos mecânicos causados pela formação de cristais de gelo 

durante o processo de congelação e descongelação (YOSHIDA et al., 2021). 

Crioprotetores extracelulares (não penetrantes) são substâncias com alto 

peso molecular o que os impede de penetrar na célula (TONIOLLI E 

CANTANHÊDE, 2019), atuam na membrana celular estabilizando e protegendo 

dos danos causados pelo processo de criopreservação (JARK et al., 2016), 

formam uma proteção externa na membrana diminuindo as injúrias causadas 

pela desidratação que ocorrem durante a congelação (MOTTA et al., 2014). Os 

crioprotetores extracelulares podem ligar-se as moléculas de água por 

interações moleculares, como ligações de hidrogênio diminuindo o ponto de 

congelação e consequentemente diminuindo a probabilidade de formação de 

cristais de gelo (YANG et al., 2022). A gema de ovo é o crioprotetor extracelular 

mais utilizado nos mamíferos, mas existem uma grande quantidade de 

substancias utilizadas como: leite desnatado, água de coco, lecitina de soja 

(SANTOS et al., 2016). 
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2.2.2 Gema de ovo e Lecitina de soja 

 

 A gema de ovo é um crioprotetor extracelular (não penetrante), apresenta 

bons resultados apesar da desvantagem de ser um produto de origem animal e 

ser mais susceptível a contaminação (LIMA et al., 2019), outra desvantagem da 

gema de ovo é sua composição que pode variar de acordo com sua origem 

(CALABUIG et al., 2017; DOMAIN et al., 2019; PEARODWONG, 2019). Apesar 

do mecanismo de ação da gema de ovo como agente crioprotetor não estar 

totalmente elucidado, sabe-se que a gema de ovo atua na crioproteção do 

espermatozoide através da lipoproteína de baixa densidade presente nela 

(BENCHARIF et al., 2012; MADEIRA et al., 2013; GLORIA et al., 2020; SUN et 

al., 2020), a qual tem importante função ligando-se na membrana espermática 

aumentando sua resistência ao choque térmico e auxiliando na motilidade pós-

descongelação (BENCHARIF et al., 2012; JARK et al., 2016). 

 Estudos anteriores indicam que a adição da gema de ovo como agente 

crioprotetor diminui os danos na célula espermática (GLORIA et al., 2020), e 

previne a capacitação e reação acrossomal no espermatozoide criopreservado 

(SOMI et al., 2021). Grandhaye et al. (2020) adicionaram Metformina que é uma 

molécula sintética que modula o metabolismo celular através da atividade 

mitocondrial ao diluente a base de gema de ovo obtendo resultados satisfatórios, 

sugerindo uma alternativa para cães que apresentem sêmen de baixa qualidade 

conseguindo uma melhor motilidade e melhor fertilidade. 

A lecitina de soja tem função semelhante a gema de ovo no processo de 

criopreservação, pois também é uma lipoproteína de baixa densidade ligando-

se a membrana espermática, tornando-se uma alternativa viável à gema de ovo 

por ser de origem vegetal diminuindo os riscos de contaminação e favorecendo 

o processo de padronização (DALMAZZO et al., 2018). A lecitina de soja é uma 

fosfatidilcolina poli-insaturada com componentes que suprem as funções 

energéticas estruturais de todas as membranas biológicas atuando na 

diferenciação, proliferação e regeneração celular (RODRIGUES, 2014), a 

fosfaditilcolina não é uma molécula única e sim uma família de moléculas, e por 

ser de origem vegetal os fosfolipídios da lecitina de soja são mais ricos em 

gorduras insaturadas que a gema de ovo podendo aumentar a permeabilidade 
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da membrana espermática e resistência ao choque térmico (CALABUIG et al., 

2017). 

Nguyen et al. (2019) compararam diluentes contendo lecitina de soja com 

a gema de ovo na qualidade espermática canina para sêmen refrigerado e 

obtiveram um resultado positivo significativo para o diluente com gema de ovo, 

tal resultado pode ser explicado pelo fato da gema de ovo conter fosfolipídios e 

proteínas em sua composição e a lecitina de soja praticamente só lipídeos, já 

em um estudo realizado por Reed et al. (2009), com espermatozoides humanos 

a lecitina de soja mostrou ser eficiente no processo de criopreservação. 

Apesar de o meio diluente ser um dos maiores responsáveis pelo sucesso 

no processo de criopreservação, a falta de estudos e consequentemente a falta 

de um protocolo padrão para a criopreservação do sêmen canino pode 

influenciar negativamente no resultado final (SILVA et al., 2018). 

 

3. Considerações finais 

 

 Sabendo do potencial e necessidade da preservação do material genético 

da espécie canina para aprimoramento a manutenção das raças, do grande 

avanço nas biotecnologias da reprodução, e sabendo também da queda de 

qualidade espermática quando o sêmen é submetido ao processo de 

congelação, temos a necessidade de avaliar os meios crioprotetores para saber 

qual é o mais indicado para a espécie canina e assim melhorar a qualidade 

espermática pós-descongelação. 
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Resumo 1 

  2 

O objetivo deste estudo foi comparar e avaliar 3 (três) meios diluentes comerciais 3 

para congelação de sêmen canino a base de gema de ovo e lecitina de soja, 4 

sobre a qualidade espermática pós-descongelação. Foram utilizados 15 animais 5 

de diferentes raças (n=15) entre 2 e 5 anos de idade com fertilidade comprovada, 6 

cada ejaculado foi dividido em 3 alíquotas iguais e levados a centrifugação, após 7 

a centrifugação de 10 minutos a 600g os pellets foram ressuspendidos em cada 8 

meio diluente proposto no estudo, 2 a base de gema de ovo (Gema1 e Gema2) 9 

e 1 a base de lecitina de soja (Lecitina)  na concentração de 100x106 de 10 

espermatozoides/mL, envazados em palhetas de 0,5mL, submetidos a 11 

estabilização a 5oC obedecendo os critérios de cada fabricante e congelados em 12 

nitrogênio líquido,  a descongelação foi feita a 37oC por 30 segundos. O estudo 13 

foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram usados 10 animais e foi 14 

avaliado os 3 meios diluentes citados e no experimento 2 foram selecionados os 15 

dois melhores meios diluentes do experimento 1 para nova avaliação, 16 

aumentando o número de amostras em 50% passando para n=15, para diminuir 17 

o erro amostral. Os parâmetros avaliados foram a cinética espermática através 18 

de análise computadorizada pelo sistema CASA e avaliados quanto a motilidade 19 

total (MT), progressiva (MP), espermatozoides com movimento rápido (RAP), 20 

velocidade de trajeto (VAP), velocidade curvilinear (VCL) e velocidade linear 21 

(VSL), e integridade de membrana plasmática e acrossomal e potencial 22 

mitocondrial por citometria de fluxo. No experimento 1 o diluente a base de 23 

lecitina de soja mostrou resultados inferiores em comparação com os diluentes 24 

a base de gema de ovo para a congelação de espermatozoides caninos com 25 

valores de MT de 61.8%±3.8, 50.6%±3.1, 27.5%±6.2, MP de 37.1%±3.5, 26 

32.1%±3.1, 17.7%±4.0 e RAP de 43.7%±4.4, 38.2%±3.8, 22.6%±5.4 para os 27 

meios Gema1, Gema2 e Lecitina respectivamente. No experimento 2 a MT foi 28 

de 59.9%±3.3 e 52.3%±2.2, a integridade de membrana foi de 54.5%±3.3 e 29 

45.0%±4.0 e estabilidade de membrana de 47.6%±4.5 e 37.3%±3.5 para os 30 

meios Gema1, Gema2 respectivamente. Em conclusão com base nos resultados 31 

obtidos pode-se afirmar que a lecitina de soja não atingiu resultados satisfatórios 32 

para os parâmetros espermáticos avaliados comparados a gema de ovo, e entre 33 
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os meios a base de gema de ovo o meio Gema1 apresentou melhores resultados 34 

nos parâmetros avaliados pós-descongelação. 35 

 36 

1 Introdução 37 

 38 

 A congelação do sêmen promove queda na qualidade espermática pós-39 

descongelação, além disso, após a colheita, análise, processamento e 40 

congelação consegue-se uma pequena quantidade de doses inseminantes por 41 

ejaculado do sêmen canino [1]. Para se congelar o sêmen é necessário uma 42 

estrutura física e equipamentos específicos, além de profissionais qualificados 43 

para manipulação e realização da congelação [2]. O uso de diluentes comerciais 44 

específicos para congelação auxiliam os médicos veterinários tornando o 45 

processo mais fácil e rápido, e favorecem a ampliação da congelação do sêmen 46 

canino. 47 

 O uso de sêmen congelado, tanto por criadores como por proprietários 48 

comuns vem se tornando uma realidade mundial, favorecendo o intercambio do 49 

material genético proporcionando o melhoramento genético das raças, 50 

melhorando o bem-estar animal evitando o estresse por deslocamento e 51 

diminuindo os custos na criação comercial [1]. 52 

Sabendo do potencial da criopreservação do sêmen para manter o 53 

material genético disponível por longo período de tempo, tanto de animais de 54 

alto valor zootécnico, como de animais ameaçados de extinção [3,4,5,6], existe 55 

a necessidade de se aprimorar as técnicas e etapas da congelação e também 56 

aprimorar os meios diluentes para melhorar a qualidade espermática pós-57 

descongelação [7]. 58 

 A escolha do meio diluente é fator primordial e decisivo para se obter 59 

resultados mais satisfatórios pós-descongelação [8], e existem algumas 60 

substâncias que podem ser utilizadas com efeito crioprotetor que podem 61 

melhorar a qualidade do sêmen pós-descongelação [6]. 62 

 Os crioprotetores são substâncias que proporcionam a diminuição de 63 

formação de cristais de gelo na célula espermática diminuindo assim o risco de 64 

dano durante a criopreservação diminuindo o risco de lesão, podem ser intra ou 65 

extracelulares [9]. O glicerol é o crioprotetor intracelular mais utilizado para 66 
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criopreservação de sêmen [9,10] ele atua desidratando a célula retirando água 67 

do seu interior diminuindo assim a formação de gelo no interior da célula [9,11] 68 

e diminuindo os danos osmóticos [12]. Em relação aos crioprotetores 69 

extracelulares podemos destacar a gema de ovo como um dos melhores 70 

crioprotetores extracelulares [13] e um dos mais utilizados na espécie canina 71 

[14]. A lecitina de soja como é também um crioprotetor extracelular é uma 72 

alternativa análoga a gema de ovo [15,16] de origem vegetal, supõe-se que a 73 

lecitina de soja reponha os fosfolipídios da membrana plasmática diminuindo as 74 

crioinjúrias causadas durante a congelação [17]. 75 

 Este estudo tem o objetivo de utilizar e avaliar 3 (três) meios diluentes 76 

comerciais próprios para congelação de sêmen canino, e analisar qual promove 77 

melhor qualidade espermática pós-descongelação. 78 

 79 

2 Materiais e métodos 80 

 81 

 Foram utilizados 15 cães adultos, das raças Pastor Belga Malinois (5), 82 

Bernese Mountain Dog (1), Goldem Retriever (3), Dogo Argentino (2), Basset 83 

Hound (2), Weimaraner (1), Cocker Spaniel Inglês (1), com idade variando entre 84 

2 e 5 anos, com fertilidade comprovada através de cruzamentos anteriores. 85 

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar 3 meios diluentes 86 

comerciais para congelação de sêmen canino em relação a cinética espermática, 87 

integridade da membrana plasmática e acrossomal e potencial mitocondrial pós-88 

descongelação das amostras submetidas ao experimento. Foram utilizados os 89 

meios diluentes: BotuDog® Freezing (Botupharma®) denominado no estudo de 90 

“Gema1”, CaniPlus® Freeze (Minitube®) denominado no estudo de “Gema2”, 91 

ambos com gema de ovo, e DC-Crio® (Inprenha® Biotecnologia) denominado no 92 

estudo de “Lecitina” com lecitina de soja. 93 

 O meio diluente Gema1 e o meio diluente Lecitina são fornecidos pelos 94 

fabricantes prontos para o uso, o meio diluente Gema2 precisa ser manipulado 95 

antes do uso para que seja adicionado a gema de ovo, a qual foi adicionada 96 

gema de ovos orgânicos. Seguindo as orientações especificadas no manual do 97 

fabricante, foi separada a gema da clara, em seguida a gema foi colocada em 98 

toalha de papel deixando a gema rodar sobre a toalha de papel para remoção 99 
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de todo resíduo da clara, em seguida a membrana da gema de ovo foi rompida 100 

deixando escorrer somente a gema tomando cuidado para que não fosse 101 

adicionado ao meio nenhum fragmento da membrana da gema de ovo, a gema 102 

de ovo foi coletada em proveta de vidro graduada esterilizada até a marca de 4 103 

mL, e posteriormente agregada ao meio diluente e homogeneizada 104 

cuidadosamente. 105 

 O Estudo foi dividido em 2 experimentos, no experimento 1 foram 106 

utilizados 10 animais e avaliados os 3 meios diluentes propostos inicialmente 107 

(Gema1, Gema2 e Lecitina). No experimento 2, os dois meios diluentes que 108 

apresentaram melhores resultados no experimento 1 foram selecionados e 109 

submetidos a uma nova avaliação com um acréscimo de 50% das amostras 110 

passando para 15 animais diminuindo o erro amostral. 111 

 Todo o estudo foi conduzido de acordo com o protocolo aprovado pela 112 

Comissão de Ética no Uso de Animais sob o número 121/2020. 113 

 114 

2.1 Colheita das amostras 115 

 116 

 A colheita do sêmen foi realizada por estimulação digital do pênis com o 117 

animal em estação sem a presença de fêmea, mas foi apresentado ao cão um 118 

swab com fluido vaginal de fêmea no cio. Todos os cães estavam acompanhados 119 

de seus tutores para evitar o estresse na hora da colheita.  120 

A primeira fração da ejaculação foi desprezada e a fração rica em 121 

espermatozoides foi coletada em tubo plástico graduado com auxílio de um funil 122 

de silicone.  123 

Após a colheita foi realizada a análise macroscópica verificando volume, 124 

odor e aspecto do sêmen e logo em seguida encaminhado para o laboratório 125 

para análise microscópica e preparo das amostras para realização do estudo. 126 

 127 

2.2 Manipulação e preparo das amostras 128 

 129 

 Após a colheita foi realizada a concentração espermática (x106 130 

espermatozoides/mL) na câmara hematimétrica de Neubauer (Optik Labor, 131 

Lancing, Inglaterra), sob microscopia de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss: 132 

Carls Zeiss, Munique, Alemanha) em aumento de 400x. O ejaculado foi dividido 133 
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em 3 alíquotas iguais para realização do estudo no experimento 1 e em 2 134 

alíquotas iguais para o experimento 2. 135 

 136 

2.3 Congelação 137 

 138 

O sêmen foi centrifugado por 10 minutos a 600g com rotor móvel, após a 139 

centrifugação foi desprezado o sobrenadante. Em seguida cada pellet foi 140 

ressuspendido com o respectivo meio diluente utilizado no estudo na 141 

concentração de 100x106 de espermatozoides/mL e envasados em palhetas de 142 

0,5 mL (IMV® França).  143 

Após o envase as amostras seguiram para estabilização a 5oC que foi 144 

realizada em temperatura controlada na geladeira da marca Minitube®, modelo 145 

Ref.: 14160/0060. Foi respeitado o protocolo de estabilização de cada fabricante, 146 

2 meios diluentes (Gema1 e Lecitina) foram estabilizados por 1 hora em 147 

temperatura controlada de 5oC, enquanto que o terceiro diluente (Gema2) foi 148 

mantido por 2 horas em temperatura controlada de 5oC para sua estabilização 149 

(Figura 1).  150 

 Terminado o período de estabilização à 5oC, todas as amostras foram 151 

acondicionadas em caixa isotérmica de 45L preenchida com nitrogênio líquido 152 

até a marca de 4 cm de altura. As palhetas foram dispostas horizontalmente a 153 

6,0 cm acima do nível do nitrogênio líquido por 20 minutos, em seguida imersas 154 

no mesmo, posteriormente foram transferidas para o botijão de nitrogênio 155 

líquido.  156 

 157 

2.4 Descongelação 158 

 159 

Para a descongelação as palhetas foram retiradas do botijão de nitrogênio 160 

líquido direcionadas para o banho-maria e mantidas à 37oC por 30 (trinta) 161 

segundos. 162 

 163 

 164 

 165 

 166 

 167 
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 168 

 169 

 170 

 171 

 172 

 173 

 174 

 175 

 176 

 177 

 178 

 179 

 180 

 181 

 182 

 183 

 184 

 185 

FIGURA 1. Delineamento experimental do processamento das amostras. 186 

 187 

 188 

2.5 Avaliação espermática pós-descongelação 189 

 190 

 Após a descongelação das palhetas, os espermatozoides foram avaliados 191 

quanto a integridade de membrana e potencial mitocondrial no citometro de fluxo 192 

e quanto a cinética espermática no CASA. 193 

 194 

2.5.1 Avaliação da cinética espermática 195 

 196 

 As análises foram efetuadas 5 minutos após a descongelação a 37oC por 197 

30 segundos. 198 

 Foi utilizado o equipamento CASA (Hamilton Thome Research – IVOS 12, 199 

Beverly, MA, USA). Uma alíquota de 10 µL (microlitros) foi colocada na câmara 200 

de Makler pré-aquecida a 38oC para avaliação de 5 campos aleatórios com 201 

número mínimo de 200 espermatozoides por campo. 202 

Centrifugação – 10min. a 600g 

Alíquota 1 

 

Alíquota 2 Alíquota 3 

 

Adição do diluente 

Gema1 

Adição do diluente 

Gema2 

 

Adição do diluente 

Lecitina 

 

Estabilização à 

50C / 1h 

 

Aliquotar 

 

Estabilização à 

50C / 2h 

 

Estabilização à 

50C / 1h 

Manter em vapor de Nitrogênio líquido / 20 minutos 

Mergulhar e acondicionar em nitrogênio líquido 

Retirada do sobrenadante 

Colheita do sêmen 

Envase em 

palhetas de 0,5mL 

 

Descongelação à 37oC / 30 segundos 

Envase em 

palhetas de 0,5mL 

 

Envase em 

palhetas de 0,5mL 
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 A avaliação realizada foi da motilidade espermática total (MT), motilidade 203 

espermática progressiva (MP), porcentagem de espermatozoides com 204 

movimento rápido (RAP), velocidade do trajeto (VAP), velocidade linear (VSL) e 205 

velocidade curvilinear (VCL). A configuração utilizada no CASA dos parâmetros 206 

avaliados para espécie canina estão disponíveis na Tabela 1. 207 

 208 

TABELA 1 – Configuração do CASA para análise de sêmen de cães 209 

Parâmetro Configuração 

Frames / s 60 Hz 

Nº of frames 30 

Minimum contrast 30 

Minimum cell size 5 pix 

Cell size 4 pix 

Cell intensity 40 

Path velocity (VAP)  70.0 µ/s 

Straightness (STR) 80.0 % 

VAP cutoff 30.0 µ/s 

VSL cutoff 20.0 µ/s 

Temperature 38oC 

Chamber model Makler* 

*Makler Counting Chamber, Lexington – KY – USA 210 

 211 

 212 

2.5.2 Avaliação das alterações de membrana plasmática, acrossomal e 213 

potencial mitocondrial 214 

 215 

Para avaliação de alterações na membrana plasmática e acrossomal e 216 

potencial mitocondrial foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton 217 

Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 218 

mW, vermelho 640-nm, 40mW e violeta 405-nm, 100mW. As mensurações de 219 

fluorescência foram realizadas nos filtros 450/50 nm (H342), 530/30 nm (FITC); 220 

660/20 nm (APC); and 694/50 nm (PI). Auto fluorescência e controles de cada 221 

fluorocromo foram adquiridos para ajuste de sobreposição de onda e 222 

compensação utilizando-se a matriz de compensação do próprio software. Os 223 
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dados foram gerados utilizando-se gráficos dotplot incluindo eixo bi-exponencial 224 

tornando todos os eventos visíveis e propriamente compensados. 225 

No mínimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados foram 226 

avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1. As amostras foram 227 

diluídas em TALP-PVA (Parrish [18] modificado pela adição de álcool 228 

polivinil:100mM NaCl, 3,1mM KCl, 25,0mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6mM 229 

DL-lactato de sódio 60%,2,0mM CaCl2, 0,4mM MgCl2, 10,0mM Hepes-livre de 230 

ácido, 1,0mM piruvato de sódio, 1,0mg/mL álcool polivinil-PVA e 25µg/mL 231 

gentamicina) na concentração de 5x106 espermatozoides/mL e acrescido de 232 

7µM Hoechst 33342 (14533, Sigma Chemical Company) para eliminação dos 233 

debris. 234 

 235 

2.5.3 Integridade de membrana espermática e acrossomal 236 

 237 

 Foi utilizado de iodeto de propídio (P4170; Sigms Chemical Company) e 238 

FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de 239 

fluoresceína; L0770, Sigma Chemical Company) de acordo com Freitas-240 

Dell’Aqua [19]. Resumidamente, em 500µL da solução diluído em TALP-PVA foi 241 

adicionada 1,5 µM de PI, 2ng de FITC-PSA, incubada durante 20 minutos à 37oC 242 

ao abrigo da luz. Ao término deste período, as amostras foram avaliadas no 243 

citometro de fluxo. Foram avaliadas e classificadas em 4 (quatro) categorias: 244 

membrana plasmática lesada e acrossomal íntegra (MPLAI); membrana 245 

plasmática e acrossomal lesadas (MPAL); membrana plasmática e acrossomal 246 

íntegras (MPAI); e membrana plasmática íntegra e acrossomal lesada (MPIAL). 247 

Para a análise da qualidade e integridade de membrana espermática e 248 

acrossomal foram utilizados apenas os espermatozoides da categoria MPAI 249 

(Figura2). 250 

 251 
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 252 

FIGURA 2 – Gráficos contour-plot representativos da análise das membranas 253 

plasmática e acrossomal realizada após descongelação do sêmen de cães congelados 254 

com diferentes meios de congelação, respectivamente Gema1, Gema2 e Lecitina, 255 

avaliados por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa) com a associação das sondas 256 

iodeto de propídio (para lesão de membrana plasmática; PI+) e FITC-PSA (para lesão 257 

de membrana acrossomal; PSA+), sendo então dividido em 4 populações: PI+PSA- 258 

(membrana plasmática lesada e acrossomal integra); PI+PSA+ (membrana plasmática 259 

e acrossomal lesadas); PI-PSA- (membrana plasmática e acrossomal integras) e PI-260 

PSA+ (membrana plasmática integra e acrossomal lesada). Para a análise da qualidade 261 

espermática pós descongelação utilizou-se apenas a população PI-PSA-. 262 

 263 

2.5.4 Fluidez de membrana 264 

 265 

Para a avaliação das mudanças na fluidez da membrana plasmática foi 266 

utilizado a combinação de sondas fluorescentes de merocianina 540 (M540; 267 

M24571; Invitrogen, Molecular Probes) Yo-Pro 1 (YP; Y3603, Life Technologies). 268 

Assim em 200µL de sêmen diluído em TALP-PVA foi acrescido 7.5mM de M540 269 

e 25nM de YP e incubado à 37oC ao abrigo da luz por 20 (vinte) minutos. Para a 270 

análise da qualidade e estabilidade de membrana espermática foram utilizados 271 

apenas as células espermáticas negativas para YP e M540, isto é, as células 272 

que não apresentaram danos a membrana espermática (Figura 3).  273 

 274 
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 275 

FIGURA 3 - – Gráficos contour-plot representativos da análise da estabilidade de 276 

membrana plasmática realizada após descongelação do sêmen de cães congelados 277 

com diferentes meios de congelação, respectivamente Gema1, Gema2 e Lecitina, 278 

avaliados por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa) com a associação das sondas 279 

Yopro (unstable; células com desestabilização de membrana) e merocianina 280 

(cap/mero+; células com criocapacitação). Para a análise da qualidade espermática 281 

utilizou-se apenas as células que negativas tanto para Yopro quanto para Merocianina, 282 

sendo assim as células sem nenhum dano a membrana plasmática. 283 

 284 

2.5.5 Potencial mitocondrial 285 

 286 

 Para avaliação do potencial mitocondrial foi utilizada a associação de 287 

Yopro (YP; marcação para célula com membrana plasmática desestabilizada, 288 

Y3603, Life Technologies) e MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial, BD 289 

Pharmigen) (Figura 4). Assim em uma amostra de 500µL de sêmen diluído foi 290 

adicionado 25nM YP, 20µM de MST incubada a 37ºC por 20 minutos. 291 

 292 

FIGURA 4 – Histogramas representativos da análise de potencial mitocondrial realizada 293 

após descongelação do sêmen de cães congelados com diferentes meios de 294 

congelação, respectivamente Gema1, Gema2 e Lecitina, avaliados por citometria de 295 

fluxo (BD LSR Fortessa) com a associação das sondas YoPro (células positivas pra 296 

Yopro são representadas em azul, consideradas com membrana plasmática 297 
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desestabilizada e células negativas em rosa, consideradas células com membrana 298 

plasmática estável) e MitoStatus Red para potencial mitocondrial. A análise realizada foi 299 

quantitativa representada (38,1; 31,4 e 4,9, respectivamente) em % e qualitativa 300 

representada (2667, 4426 e 3487, respectivamente) em UA (unidade arbitraria; que 301 

representa a intensidade de fluorescência da sonda MST). 302 

 303 

2.6 Análise estatística 304 

 305 

A análise estatística foi realizada pelo Programa GraphPad Prism versão 306 

6.0 para Windows (GraphPad software, LA Jolla, Caifórnia, USA; 307 

www.graphpad.com). Os resultados foram expressos em média e erro padrão, 308 

foram avaliados quanto sua distribuição pelo teste Kolmogorov-Smirnov e 309 

quando apresentavam distribuição normal (dados paramétricos) foram 310 

submetidos à análise de variância de medidas repetidas (ANOVA), seguido de 311 

teste de Tukey, quando não apresentavam distribuição normal (dados não 312 

paramétricos) foram submetidos ao teste de Friedman seguido de Dunn para 313 

determinar diferenças significativas em todas as variáveis entre grupos, com 314 

nível de significância P<0,05. 315 

 316 

3 Resultados 317 

 318 

 Os resultados obtidos foram separados por experimento, isto é, 319 

experimento 1 e experimento 2. 320 

 321 

3.1 Experimento 1 322 

 323 

 Os resultados obtidos na avaliação da cinética espermática mostram uma 324 

superioridade na qualidade espermática pós-descongelação dos meios a base 325 

de gema de ovo (Gema1 e Gema2) em comparação ao meio a base de lecitina 326 

de soja (Lecitina). Os meios a base de gema de ovo apresentaram motilidade 327 

total (MT), motilidade progressiva (MP) e espermatozoides com movimento 328 

rápido (RAP), significativamente superior ao meio a base de lecitina de soja 329 

(Tabela 2). Entre os meios a base de gema de ovo o meio diluente Gema1 330 

apresentou MT bem acima da média dos demais meios e manteve valores 331 
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superiores de MP e RAP, mas sem diferença estatística em relação ao meio 332 

Gema2, além de apresentarem valor menor para velocidade curvilinear (VCL) 333 

representando uma menor oscilação de trajeto do espermatozoide, já que os 334 

meios não apresentaram diferença estatística para velocidade linear (VSL). O 335 

meio diluente Gema2 não apresentou diferença estatística em relação aos outros 336 

dois meios para o parâmetro de velocidade do trajeto (VAP), porém o meio 337 

Gema1 apresentou diferença significativa em relação ao meio Lecitina para este 338 

parâmetro. O meio a base de lecitina de soja (Lecitina) apresentou MT, MP e 339 

RAP significativamente abaixo da média, além de apresentar VCL muito superior 340 

à média, representando uma grande oscilação na trajetória do espermatozoide 341 

(Tabela 2).  342 

 343 

TABELA 2 – Média ± erro padrão da média da avaliação computadorizada do 344 

movimento espermático realizado pelo CASA (Hamilton Thorne Research, IVOS 12) da 345 

análise de sêmen descongelado de 10 cães, congelados com 3 diferentes meios de 346 

congelação (Gema1, Gema2 e Lecitina) 347 

 Gema1 Gema2 Lecitina 

MT (%) 61.8 ± 3.8a 50.6 ± 3.1b 27.5 ± 6.2c 

MP (%) 37.1 ± 3.5a 32.1 ± 3.1a 17.7 ± 4.0b 

RAP (%) 43.7 ± 4.4a 38.2 ± 3.8a 22.6 ± 5.4b 

VAP (µm/s) 83.8 ± 2.6b 88.5 ± 3.1ab 96.2 ± 3.2a 

VSL (µm/s) 75.2 ± 2.6 78.3 ± 2.9 82.2 ± 3.6 

VCL (µm/s) 114.4 ± 3.8b 125.0 ± 5.6b 158.8 ± 3.0a 

*Valores com sobrescritos diferentes a,b,c na mesma linha diferem significativamente  348 

(P<0.05). MT: motilidade espermática total; MP: motilidade espermática progressiva; 349 

RAP: espermatozoides com movimento rápido; VAP: velocidade do trajeto; VSL: 350 

velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear. 351 

 352 

Os resultados obtidos na avaliação por citometria de fluxo mostraram 353 

diferença significativa nos 3 meios em relação a integridade de membrana 354 

plasmática e acrossomal, sendo que o grupo Gema1 apresentou resultado 355 

superior em relação aos outros dois meios. Os meios a base de gema de ovo 356 

Gema1 e Gema2 apresentaram superioridade sobre o grupo Lecitina tanto para 357 

estabilidade de membrana quanto para alto potencial mitocondrial. O meio 358 



43 
 

Gema2 apresentou resultado significativamente melhor para potencial 359 

mitocondrial em relação aos demais meios que não apresentaram diferença 360 

estatística entre eles (Tabela 3). 361 

 362 

TABELA 3 -  Média ± erro padrão da média da avaliação por citometria de fluxo (BD 363 

LSR Fortessa) da análise de sêmen descongelado de 10 ejaculados de cães, 364 

congelados com 3 diferentes meios de congelação (Gema1, Gema2 e Lecitina). 365 

 Gema1 Gema2 Lecitina 

Integridade de membrana 

plasmática e acrossomal (%) 54.5 ± 4.6a 42.1 ± 5.0b 19.2 ± 5.7c 

Estabilidade de membrana 

plasmática (%) 42.8 ± 6.1a 33.13 ± 3.4a 14.3 ± 3.5b 

Alto potencial mitocondrial (%) 36.4 ± 8.4a 39.7 ± 3.3a 16.8 ± 4.5b 

Potencial Mitocondrial (AU) 3669 ± 999.2b 7343 ± 832.5a 4098 ± 549b 

*Valores com sobrescritos diferentes a,b,c na mesma linha diferem significativamente  366 

(P<0.05). 367 

 368 

3.2 Experimento 2 369 

 370 

 Conforme mencionado anteriormente o experimento 2 foi realizado com 371 

os 2 meios diluentes que apresentaram os melhores resultados no experimento 372 

1. Os meios diluentes a base de gema de ovo foram os que apresentaram 373 

melhores resultados no experimento1, e assim selecionados para serem 374 

avaliados no experimento 2. 375 

 Os resultados em relação a cinética espermática mostraram uma 376 

vantagem para o meio Gema1 sobre a MT ao qual teve desempenho superior 377 

significativo, e apesar de apresentar melhores resultados para MP e RAP não foi 378 

observado diferença estatística entre eles. O meio Gema2 apresentou valor 379 

maior para VAP, tal valor pode ser justificado pelo maior valor de VCL 380 

apresentado por ele também. Para os parâmetros de MP, RAP e VSL os dois 381 

meios não apresentaram diferença estatística entre eles. Para o parâmetro VCL 382 

o meio Gema1 apresentou menor valor (Tabela 4), o que significa uma menor 383 

variação na trajetória do espermatozoide, isto é, uma trajetória mais linear.    384 

 385 
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TABELA 4 – Média ± erro padrão da média da avaliação computadorizada do 386 

movimento espermática realizado pelo CASA (Hamilton Thorne Research, IVOS 12) da 387 

análise de sêmen descongelado de 15 ejaculados de cães, congelados com 2 diferentes 388 

meios diluentes de congelação (Gema1 e Gema2) 389 

 Gema1 Gema2 

MT (%) 59.9 ± 3.3a 52.3 ± 2.2b 

MP (%) 35.5 ± 3.2 32.7 ± 2.3 

RAP (%) 41.3 ± 3.8 40.1 ± 2.7 

VAP (µm/s) 82.7 ± 2.1b 90.1 ± 2.3a 

VSL (µm/s) 74.4  ± 2.1 78.8  ± 2.2 

VCL (µm/s) 112.8 ± 2.8b 128.0 ± 4.4a 

*Valores com sobrescritos diferentes a,b na mesma linha diferem significativamente  390 

(P<0.05). MT: motilidade espermática total; MP: motilidade espermática progressiva; 391 

RAP: espermatozoides com movimento rápido; VAP: velocidade do trajeto; VSL: 392 

velocidade linear; VCL: velocidade curvilinear. 393 

  394 

Os resultados obtidos na avaliação por citometria de fluxo mostraram 395 

diferença significativa em relação a integridade de membrana plasmática e 396 

acrossomal, e para estabilidade de membrana plasmática, sendo que o meio 397 

Gema1 apresentou melhores resultados em relação ao meio Gema2. O meio 398 

Gema2 apresentou melhor resultado para potencial mitocondrial. Para alto 399 

potencial mitocondrial não foi observada diferença entre os meios Gema1 e 400 

Gema2 (Tabela 5). 401 

 402 

TABELA 5 -  Média ± erro padrão da média da avaliação por citometria de fluxo (BD 403 

LSR Fortessa) da análise de sêmen descongelado de 15 ejaculados de cães, 404 

congelados com 2 diferentes meios diluentes de congelação (Gema1 e Gema2) 405 

 Gema1 Gema2 

Integridade de membrana plasmática e 

acrossomal (%) 54.5 ± 3.3a 45.0 ± 4.0b 

Estabilidade de membrana plasmática (%) 47.6 ± 4.5a 37.3 ± 3.5b 

Alto potencial mitocondrial (%) 43.0 ± 6.5 52.8 ± 3.1 

Potencial Mitocondrial (AU) 4417 ± 824.6b 7546 ± 795.9a 

*Valores com sobrescritos diferentes a,b na mesma linha diferem significativamente  406 

(P<0.05). 407 
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4 Discussão 408 

 409 

Neste estudo foram comparados 3 meios diluentes comerciais próprios 410 

para congelação de sêmen canino, sendo 2 a base de gema de ovo e 1 a base 411 

de lecitina de soja, sobre a qualidade espermática pós-descongelação. De 412 

acordo com as avaliações dos resultados obtidos, ambos os meios contendo 413 

gema de ovo apresentaram melhores resultados tanto para cinética espermática, 414 

quanto para análise morfofuncional por citometria de fluxo em relação ao meio 415 

contendo lecitina de soja. Esses resultados corroboram com estudos anteriores 416 

quando a gema de ovo apresentou resultados superiores em relação a lecitina 417 

de soja para MT [13], MP [13, 20], além de integridade de membrana [13,20,21], 418 

acrossoma integro [19,20]. 419 

Para a melhor proteção oferecida ao espermatozoide pelos meios 420 

contendo gema de ovo podemos levantar a hipótese de que a gema de ovo 421 

contém lipídios 12,14% e proteínas 11,15% em sua composição [22] e a lecitina 422 

de soja praticamente só lipídios [23], a lecitina contém entre 19% e 21% de 423 

fosfatidilcolina em sua composição [24]. As proteínas promovem melhor 424 

interação entre as lipoproteínas de baixa densidade da gema de ovo com a 425 

membrana espermática [25, 26], fato relatado em estudo com sêmen de touro 426 

no qual a adição de proteína ao meio a base de lecitina de soja aumentou a 427 

viabilidade espermática em 25% [27]. 428 

A motilidade espermática está relacionada com a composição lipídica da 429 

membrana plasmática, os ácidos graxos insaturados melhoram a elasticidade da 430 

membrana plasmática proporcionando maior fluidez, mas aumentam a ação de 431 

radicais livres, isto é, aumentam a peroxidação lipídica [28]. A lecitina de soja 432 

contém 40,73% de ácidos graxos insaturados [29] em sua composição, o que 433 

pode contribuir para causar maior dano a membrana do espermatozoide quando 434 

se utiliza a lecitina de soja. Ao contrário dos resultados obtidos neste estudo e 435 

em estudos anteriores [13,20,21] Dalmazzo et al. [30] sugerem que a lecitina 436 

pode ser uma alternativa viável a gema de ovo na espécie canina. Estudos 437 

realizados em outras espécies [31, 32, 33, 34] também concluíram que a lecitina 438 

de soja não promove proteção ao espermatozoide na congelação.  439 
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Entre os meios diluentes para congelação a base de gema de ovo, o meio 440 

Gema1 apresentou resultado mais eficaz na proteção das células espermáticas 441 

pós-descongelação em comparação com o meio Gema2 de acordo com o que 442 

observamos nos parâmetros de MT, integridade de membrana plasmática e 443 

acrossomal e estabilidade de membrana plasmática. A hipótese que pode 444 

explicar estes resultados é o tempo de estabilização à 5oc em que os meios 445 

foram submetidos, as palhetas chegam a temperatura de 5oC de 8 a 10 minutos 446 

após serem colocadas na geladeira de estabilização [35] utilizada neste estudo 447 

e assim permaneceram até completar 1 hora para o meio Gema1 e até completar 448 

2 horas para o meio Gema2. O tempo de equilíbrio é muito variável na espécie 449 

canina entre os autores, de 1 a 4 horas [36], 3 horas [37] e até 48 horas [38], 450 

porém a maioria dos estudos relatam o tempo de equilíbrio de 1 hora [39,40,41]. 451 

Na espécie equina o tempo de equilíbrio longo não promoveu melhora na MT 452 

dos espermatozoides congelados [42]. Santos et al. [43] compararam a 453 

congelação de sêmen canino com diferentes tempos de equilíbrio (1h, 2h, 3h, 454 

4h) e os melhores resultados foram para o sêmen mantido por 1 hora para 455 

equilíbrio pré-congelação.  456 

Esta hipótese pode ser sustentada devido ao tempo de ação do meio 457 

diluente para congelação com o espermatozoide, já que o meio diluente de 458 

congelação contém glicerol e este sendo tóxico a célula espermática pode 459 

promover efeito deletério ao espermatozoide, sendo assim, a diminuição no 460 

tempo de ação do glicerol com o espermatozoide pode diminuir o efeito tóxico 461 

sobre o mesmo [44]. Outro fato relacionado a toxicidade do glicerol é que pode 462 

promover uma alteração nas proteínas da membrana [45]  463 

O meio diluente Gema2 apresentou melhor resultado para o parâmetro de 464 

potencial mitocondrial em comparação ao meio Gema1, com relação à avaliação 465 

do alto potencial mitocondrial não foi observada diferença entre os meios. Apesar 466 

da motilidade espermática estar relacionada com o potencial mitocondrial [46] no 467 

presente estudo o meio que apresentou melhor potencial mitocondrial 468 

apresentou menor percentual de motilidade.  469 

O aumento da atividade mitocondrial pode estar relacionado com o 470 

processo de pré capacitação. O processo de capacitação espermática é 471 

caracterizado inicialmente por um aumento da permeabilidade da membrana, 472 

com isso ocorre um influxo de cálcio [47], ocorrendo a hiperativação quando há 473 
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aumento da atividade mitocondrial. A hiperativação promove aumento no 474 

movimento flagelar, aumento no deslocamento lateral da cabeça e aumento da 475 

velocidade curvilinear (VCL) [48,49] o que justifica o maior valor de VCL e maior 476 

valor de VAP apresentado pelo meio Gema2, sendo que o valor de VSL não 477 

diferiu entre os meios.  478 

Na capacitação ocorre a reorganização das proteínas integrantes da 479 

membrana alterando e aumentando a fluidez da membrana espermática [50,51], 480 

o Yo-Pro não penetra em células integras, mas devido a alterações na 481 

permeabilidade da membrana ele é capaz de penetrar [52] sendo possível 482 

identificar alterações de permeabilidade da membrana espermática [53], a 483 

associação de M540-YP pode indicar espermatozoides viáveis com membranas 484 

desestabilizadas, sendo um marcador para indicar precocemente a capacitação 485 

espermática na espécie canina [54]. Dados que corroboram com os resultados 486 

apresentados neste estudo, em que o alto valor para potencial mitocondrial 487 

apresentado pelo meio Gema2, associado ao baixo percentual de membrana 488 

acrossomal e alto valor de VCL podem ser indicativo de capacitação precoce, 489 

porém mais estudos são necessários para comprovar esta hipótese. 490 

 491 

5 Conclusão 492 

 493 

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que o meio diluente para 494 

congelação de sêmen canino “Lecitina” a base de lecitina de soja apresentou 495 

resultados inferiores para os parâmetros espermáticos avaliados pós-496 

descongelação em comparação com os meios a base de gema de ovo que 497 

proporcionaram uma melhor proteção a célula espermática. Sendo que, entre os 498 

meios diluentes a base de gema de ovo o meio diluente Gema1 apresentou 499 

melhores resultados para os parâmetros de motilidade total, integridade de 500 

membrana plasmática e acrossomal, e estabilidade de membrana pós-501 

descongelação.502 
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