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Efeito da unidade de resfriamento e conservação, do tempo de
armazenamento e diluidor sobre as características do

sêmen de cães

Effect of the chilling sistems, time of conservation and extender on
dog’s semen characteristics
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo determinar o efeito de dois diferentes sistemas de resfriamento (Equitainer® II e caixa
isotérmica comercial) sobre as características do sêmen de cães após 12 e 24 horas de conservação em dois meios diluidores
: meio mínima contaminação e meio lactose-gema modificado. Foram utilizados 15 ejaculados de cinco cães, que foram
avaliados quanto à motilidade progressiva, vigor espermático, patologia espermática, porcentagem de espermatozóides vivos e
com membrana plasmática íntegra. As amostras foram diluídas na proporção de 1:3 nos meios de conservação, armazenadas
nos dois sistemas de transporte e analisadas após 12 e 24 horas de resfriamento. Os resultados obtidos mostram que não
houve diferença significativa de nenhuma das características seminais das amostras conservadas no Equitainer® II e caixa
isotérmica comercial. Verifica-se que após 24 horas de armazenamento houve um declínio significativo (P<0,05) de todas as
características do sêmen independentemente dos meios ou  unidades de conservação. Porém, após 12 horas de armazenamento,
não houve diferença significativa da motilidade progressiva, vigor espermático, porcentagem de espermatozóides vivos e patologia
espermática entre o sêmen fresco e o conservado em lactose gema modificado, independentemente da unidade de conservação
utilizada. O mesmo não ocorreu no sêmen conservado no mínima contaminação, cujas características, neste momento, foram
diferentes (P<0,05) daquelas observadas no sêmen fresco, com exceção da patologia espermática. A integridade da membrana
plasmática foi a única característica que apresentou diferença significativa (P<0,05) entre o sêmen fresco e o conservado por
12 horas no meio lactose gema modificado. Conclui-se que o tipo de unidade de resfriamento utilizado não influenciou as
características seminais durante o período estudado, e que o tempo de 24 horas sob resfriamento influencia consideravelmente
as características do sêmen, mas que após 12 e 24 horas de conservação, o meio lactose gema foi superior ao mínima
contaminação na manutenção da maioria dos parâmetros do sêmen.
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Abstract

The present study purposed to compare the effect of two different chilled systems (Equitainer® II and icefoam box) and two
different diluents (minimal contamination and modified lactose yolk extender), on the dog’s seminal characteristics after 12 and
24 hours of conservation.  Fifteen ejaculates (three of each dog) were analyzed for sperm motility, vigor, sperm defects, live
spermatozoa percentage and sperm membrane integrity percentage. Samples were diluted 1:3 using both extenders. They
were storied in two kinds of chilling systems and were analyzed after 12 and 24 hours of conservation. The results showed that
there was no statistic difference between any characteristics of the semen conserved into Equitainer® II and icefoam box. After
24 hours of conservation there was a significant effect (P<0.05) in all semen characteristics independent of any kind of extender
or containers. But there was no significant difference in the sperm motility, vigor, sperm morphology and in percentage of live
spermatozoa between fresh and the 12 hours in laktose yolk conserved semen’s. The same was not observed in semen
conserved in the minimal contamination extender that showed significant differences (P<0.05) for all studied characteristics,
except total sperm defect. Percentages of sperm membrane integrity were the only semen characteristic different (P<0.05)
between fresh and the 12 hours in lactose yolk conserved semen’s. It can be conclude that the kind of used container didn’t
affect the semen characteristics. The time (24 hours) of conservation affected considerably the semen quality. After 12 and 24
hours of conservation the modified lactose yolk extender maintained semen parameters better than minimal contamination
extender.
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Introdução

O objetivo de se resfriar o sêmen é diminuir o metabolismo
dos espermatozóides durante sua conservação, prolongando
a sua vida útil (England e Ponzio, 1996). Os dados da literatura
quanto à fertilidade do sêmen resfriado de cães ainda são
escassos (Linde-Forsberg, 1995), mas os relatos mostram
que as taxas de concepção podem ser semelhantes às da
inseminação artificial (IA) utilizando sêmen fresco (Silva et al.,
2004).

Para que o resfriamento do sêmen alcance êxito, deve-se
levar em consideração vários fatores, como: a escolha dos
diluidores, taxa de diluição adequada, curva de resfriamento
e manutenção de uma temperatura específica durante o
armazenamento (Almeida, 1998). Quando associados, estes
fatores reduzem o metabolismo dos espermatozóides,
minimizam as lesões de membrana plasmática, evitando a
perda precoce da longevidade (Loomis, 1992; Farstad, 1996).
Linde-Forsberg (1995) constatou que o sêmen de cães, diluído
e resfriado, e de boa qualidade, reteve sua capacidade
fertilizante por pelo menos 12 a 24 horas, tempo este que
permite o seu transporte.

Os diluidores utilizados para o resfriamento e congelamento
de sêmen de cães foram adaptados de outras espécies,
sendo os mais empregados os meios à base de leite
desnatado, lactose-gema, citrato-gema e tris-gema (England
e Ponzio, 1996, Magnago, 2000). Devido a sua composição e
a capacidade de tamponamento, os diluidores à base de leite
têm sido amplamente utilizados.

A taxa de resfriamento do sêmen tem fundamental importância
na preservação do espermatozóide (Amann e Grahan, 1993).
Curvas apropriadas de resfriamento minimizam o choque
térmico e podem permitir o armazenamento de espermato-
zóides por um longo período (Lagares et al., 2000). Quanto
mais baixa a temperatura de armazenamento, mais lento deve
ser o resfriamento (Pickett, 1993). As curvas rápidas de res-
friamento podem causar danos irreversíveis aos espermato-
zóides (Watson, 1981).

Atualmente existem unidades de resfriamento e transporte,
de origem japonesa (Nishikawa e Wide, 1949), francesa
(Palmer,1974), holandesa (Van Der Holst, 1984), norte-
americana (Douglas-Hamilton et al., 1984), alemã (Hueck,
1990) e brasileira (Silva Filho, 1994). A mais difundida
mundialmente, inclusive no Brasil, é a norte-americana, que
utiliza o Equitainer® (Valle, 2001).

Assim, o objetivo do presente experimento foi determinar os
efeitos de dois sistemas de resfriamento e conservação
(Equitainer® II e caixa isotérmica comercial) e de dois
diluidores (meio mínima contaminação – Kenney et al., 1975
e lactose-gema de ovo modificado – Silva Filho, 1994) sobre
as características do sêmen de cães durante 24 horas de
resfriamento.

Material e métodos

Foram utilizados cinco cães adultos hígidos de diferentes
raças, mantidos no canil da Polícia Militar do Estado do Rio
de Janeiro. Foram obtidas três amostras de sêmen por animal
com intervalos de três dias, através de manipulação digital do
pênis e prepúcio (Feldman e Nelson, 1996), sendo utilizada
apenas a segunda fração seminal (espermática) e parte da

terceira, com a finalidade de se obter um volume mínimo
necessário para a posterior diluição do sêmen.

O sêmen foi então mantido em banho-maria a 37°C, até o
momento do resfriamento, quando cada ejaculado foi diluído
na proporção de 1:3 em dois diferentes meios diluidores:
meio mínima contaminação (MMC) e lactose-gema modificado
(LGM) e submetidos a resfriamento em dois ambientes
distintos: Equitainer® II e caixa isotérmica simples (27 x 18 x
18 cm) contendo 1000 mL de gelo biológico (as amostras
foram acondicionadas a 10 cm da fonte de frio e o espaço
restante da caixa isotérmica preenchida com folhas de jornal),
por um período de 12 e 24 horas.

As amostras de sêmen foram avaliadas quanto à motilidade
progressiva, vigor (CBRA, 1996), patologia espermática (Blom,
1973), percentual de espermatozóides vivos (utilizando o
corante eosina) e integridade da membrana plasmática,
determinada através da realização do teste hiposmótico (HO)
(Kumi-Diaka, 1993), no sêmen fresco e no conservado por 12
e 24 horas. Apenas motilidade e vigor foram avaliados no
tempo zero e após a diluição.

Para determinar a temperatura no interior da caixa isotérmica
e assim confeccionar a curva de resfriamento, foi utilizado um
termômetro digital de leitura, sendo este procedimento
repetido em três momentos distintos ao longo do experimento.
Um sensor foi colocado no interior da caixa, imerso em um
tubo de 12 mL contendo água destilada a 37°C, e a temperatura
foi monitorada 30 minutos após o fechamento da caixa e, em
seguida, a cada 60 minutos até completar 12 horas de
conservação. Após este período, a temperatura foi aferida
decorridas 24 horas do fechamento da caixa. Para o
Equitainer® II, foi considerada a curva de resfriamento
informada pelo fabricante.

Na análise estatística todas as características seminais
oriundas dos 15 ejaculados foram avaliadas em relação ao
tipo de meio, tempo de conservação e unidade de transporte.
Para tal, foi utilizada análise de variância (ANOVA) e o teste
SNK do Software GraphPad Instat 3.05 32 bit for Win 95/NT. O
mesmo sistema estatístico foi usado na obtenção das médias
e desvios-padrão. As diferenças foram consideradas
significativas quando P<0,05.

Resultados e discussão

As características do sêmen de cães avaliadas logo após a
coleta encontram-se na Tabela 1. A motilidade progressiva
média (89,66 ± 4,11) foi mais elevada do que a observada por
Cunha (1997), que obteve 74,4% e foram semelhantes às de
Rota (1995) e England e Ponzio (1996) que encontraram
respectivamente valores de 78,6% e 85,0 a 95,0%. O vigor do
sêmen está de acordo com os observados por Magnago (2000)
e Cardoso (2002) que encontraram respectivamente 4,8 e
4,9, sendo superior ao relatado por Almeida (1998). Entretanto,
é importante ressaltar que essas características (motilidade
e vigor), são parâmetros subjetivos, podendo determinar estas
diferenças observadas entre os diferentes autores.

A porcentagem de espermatozóides vivos, no sêmen fresco,
foi de 90,8 ± 3,0% e variou de 84,0% a 96,0%. Os resultados
foram semelhantes aos relatados por Almeida (1998) (91,7%)
e superiores aos de Castro (2003) que verificou o valor de
83,6%. As porcentagens de espermatozóides com membrana
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plasmática íntegra foram semelhantes aos de Castro (2003),
que observou valores de 83,6% e foram pouco inferiores aos
descritos por England e Ponzio (1996) que relataram 89,0% a
96,0% de espermatozóides com membrana íntegra.

Não houve diferença (P>0,05) entre as características de
motilidade e vigor do sêmen fresco e do diluído no tempo zero.

A curva de resfriamento do sêmen conservado na caixa
isotérmica baseada nas médias das temperaturas verificadas

nas primeiras 12 horas e as 24 horas de incubação, encontra-
se na Figura 1.

Tabela 1 : Características do sêmen de cães diluído nos meios Lactose Gema Modificado (LGM) e Meio Mínima Contaminação
(MMC), conservados por 12 e 24 horas em relação à unidade de transporte (Equitainer® II e caixa isotérmica)
(média ± desvio-padrão).

Figura 1 : Médias das temperaturas observadas no interior da caixa isotérmica no período de 24 horas.

 Após 30 minutos, a temperatura foi de 9,1 ± 0,3°C e de 9,3 ±
0,3°C após 1 hora. A queda de temperatura mensurada nesse
período foi de 28,0°C, podendo-se estimar que houve um
decréscimo aproximado de 0,9°C por minuto.

A queda de temperatura verificada nos primeiros 30 minutos
de resfriamento foi acima dos 0,3 a 0,5°C/min recomendados
por Douglas – Hamilton et al. (1984) e presente no Equitainer
para minimizar o choque térmico e, conseqüentemente, os

danos aos espermatozói-
des na espécie eqüina.

Sabe-se que o tipo de con-
servação, a curva de resfria-
mento e a estabilidade da
temperatura influem direta-
mente nas características
do sêmen. Durante o pro-
cesso de resfriamento ocor-
re o choque térmico e a for-
mação de componentes tó-
xicos no meio diluidor utili-
zado, que determinam le-
sões na membrana plasmá-
tica e/ou mesmo a morte dos
espermatozóides (Magnago,
2000). Apesar da queda de
temperatura na caixa iso-
térmica ter sido mais acen-
tuada do que a desejada,
não foi observada influência
(P>0,05) da unidade de con-
servação sobre as carac-
terísticas seminais, sendo
os resultados observados
na caixa isotérmica seme-

lhantes àqueles verificados no sêmen conservado em
Equitainer® II, tanto após 12 horas quanto após 24 horas de
resfriamento e independentemente do meio diluidor utilizado
(Tabela 1).

 Características seminais Fresco LGM MMC 

 Tempo  12 horas 24 horas 12 horas 24 horas 

Motilidade Progressiva (%) 89,66 ± 4,41a 71,00 ± 12,13abA 57,33 ± 25,97bA  44,33 ± 29,93cA 24,33 ± 26,31cA 

Vigor Espermático (0 – 5) 4,83 ± 0,36a 3,46 ± 0,66abcB  2,73 ±1,25bdB 2,43 ± 1,25ceB 1,60 ± 1,44deB 

Espermatozóides Vivos (%) 90,80 ± 3,00a 81,20 ± 6,01abcC 69,73 ± 17,26bdC 66,40 ± 19,67ceC 53,46 ± 20,10deC 

Memb. Plasmática Íntegra (%) 86,86 ± 3,44a 75,93 ± 7,85bcdD 68,46 ± 16,38ceD 70,26 ± 5,04dfD 62,33 ± 8,65efD 

E
qu

ita
in

er
®
 II

 

Patologia Espermática Total (%) 31,20 ± 5,50a 36,26 ± 8,37abE   44,00 ± 11,81bcE 40,26 ± 11,31adE 51,13 ± 15,48cdE  

Motilidade Progressiva (%) 89,66 ± 4,41a 67,00 ± 18,59abA 46,66 ± 29,86bA 42,00 ± 29,80cA 20,73 ± 26,59cA 

Vigor Espermático (0 - 5) 4,83 ± 0,36a 3,33 ± 0,69abcB 2,50 ± 1,39bB 2,36 ± 1,20ceB 1,30 ± 1,53deB 

Espermatozóides Vivos (%) 90,80 ± 3,00a 77,73 ± 7,50abcC 65,60 ± 19,58bdC 69,20 ± 18,06ceC 51,00 ± 26,01deC 

Memb. Plasmática Íntegra (%) 86,86 ± 3,44a 74,13 ± 7,51bcdD 64,13 ± 8,03ceD 69,13 ± 4,81dfD 59,86 ± 13,62efD 

C
ai

xa
 Is

o
té

rm
ic

a 

Patologia Espermática Total (%) 31,20 ± 5,50a 36,33 ± 7,80abE 46,33 ± 13,50bcE 42,00 ± 12,22adE 52,93 ± 15,05cdE 

 

A temperatura média no interior da caixa isotérmica, no início
do processo de conservação das amostras foi de 37,1 ± 0,1°C.
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Considerando-se o tempo de conservação e meio diluidor
utilizado, verifica-se que as características do sêmen resfriado
por 12 horas em LGM foram semelhantes àquelas observadas
no sêmen fresco, exceto para a integridade de membrana;
porém, após 24 horas, todas as características estudadas
foram diferentes (P<0,05).

Magnago (2000) trabalhando com o diluidor de mínima
contaminação, também encontrou diferença na motilidade
progressiva e vigor entre o sêmen fresco e o conservado por
22 horas, diferente de Cunha (1997) que não observou tal
diferença utilizando meio glicina-gema após 24 horas de
resfriamento.

As características do sêmen diluído em MMC após 12 e 24
horas de conservação foram diferentes daquelas observadas
no sêmen fresco, com exceção da patologia espermática total
que foi semelhante após 12 horas de conservação. Esses
resultados são diferentes dos de Cunha (1997) e Almeida
(1998) que não encontraram diferença significativa na
motilidade progressiva e vigor do sêmen a fresco e do
conservado por 24 horas sob resfriamento em meio à base
de leite desnatado e glicose. Observa-se um aumento na
temperatura após a abertura da caixa isotérmica. Tal fato pode
justificar os resultados obtidos.

Verifica-se que o meio LGM foi mais eficaz na conservação
das características seminais após 12 horas de resfriamento,
independentemente da unidade de conservação utilizada.
Apesar do resfriamento causar um estresse térmico ao
espermatozóide, o meio contendo gema de ovo proporcionou
uma maior capacidade protetora quanto aos danos causados
pelo choque térmico, o que foi também observado por Foote e
Leonard (1964) e Cunha (1997). Ainda, segundo England e
Allen (1992), a concentração de lactose presente no meio LGM

funciona como solução tampão, retirando íons hidrogênio do
meio e permitindo assim uma melhor conservação do sêmen.
O fato de o diluidor MMC apresentar uma queda mais rápida
da motilidade pode ser devido à sua menor capacidade
tamponante (Cunha, 1997).

Nota-se que a conservação do sêmen por 24 horas influenciou
consideravelmente todas as características estudadas, sendo
que o aumento da porcentagem de defeitos totais após ocor-
reu, principalmente, devido à elevação do índice de espermato-
zóides com cauda dobrada, causado possivelmente pelo
tempo de estocagem a baixas temperaturas.

A integridade da membrana plasmática foi a característica
mais influenciada pela conservação do sêmen sob res-
friamento, sendo a única que apresentou diferença (P<0,05)
entre o sêmen fresco e o conservado por 12 horas no meio
LGM. De fato, a determinação da integridade da membrana
plasmática tem sido indicada na avaliação do sêmen devido
a sua alta correlação com a capacidade fecundante do mesmo
(Jeyendran et al., 1984) e com a motilidade progressiva, como
descrito por (Kumi-Diaka e Badtram, 1994; Rodriguez-Gil et
al., 1994). Sabe-se que lesões na membrana plasmática
podem não refletir diretamente em algumas características
seminais, porém, inviabilizam a célula por alterar a
funcionalidade da membrana interferindo no processo de
fertilização (Kumi-Diaka e Badtram,1994).

Conclusões

Conclui-se que os dois sistemas de resfriamento conservam
de forma semelhante as características do sêmen por 24
horas, sendo o meio LGM superior ao MMC na manutenção
da maioria dos parâmetros seminais.
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