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Resumo 
 

A fisiologia reprodutiva da espécie canina e a resposta insatisfatória do sêmen do cão à técnica da 
congelação são os dois maiores empecilhos aos esforços para o avanço da inseminação artificial em cães. 
Inúmeras pesquisas estão sendo desenvolvidas nessa área, gerando muitas informações, sobretudo na tecnologia 
de sêmen. O objetivo desse texto é discutir os principais avanços na avaliação e congelação de sêmen e sua 
influencia nos resultados de inseminação artificial. 
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Abstract 
 

The canine reproductive physiology and unsatisfactory results on techniques of frozen dog semen has 
been the biggest barrier on the improvement of artificial insemination in dogs. Many researches are been done 
in this area generating a lot of information, especially on semen technology. The aim of this text is to discuss the 
major advances on semen evaluation and semen frozen and its influence on artificial insemination results.  
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Introdução 
 

Os primeiros relatos da inseminação artificial (IA) em cães, após os trabalhos iniciais de Spallanzani no 
final do século XVIII, iniciaram-se no final de 1950, com o uso de sêmen fresco. A descrição da utilização de 
sêmen congelado ocorreu na década de 60 e somente nos anos 80 e 90 essa técnica foi introduzida na clínica 
reprodutiva, particularmente nos EUA e em países do norte da Europa (Foote, 2002; England e Millar, 2008). A 
fisiologia reprodutiva da espécie canina e a resposta insatisfatória do sêmen do cão à técnica da congelação 
foram os dois maiores empecilhos aos esforços iniciais para o avanço da IA em cães. Inúmeras pesquisas estão 
sendo desenvolvidas nessa área, gerando muitas informações, sobretudo na tecnologia de sêmen. Atualmente, 
como consequência da demanda em tecnologias reprodutivas, a IA com sêmen fresco e resfriado é um serviço 
oferecido de rotina na clínica de pequenos animais. 

Segundo Linde-Forsberg (2005), de todos os procedimentos de IA realizados em cães na Europa, 50 a 
55% são realizados com sêmen fresco, 10% com sêmen resfriado e 35 a 40% com sêmen congelado. No Brasil, a 
despeito da ausência de estatísticas precisas, a rotina de IA com sêmen fresco é maior quando comparada com 
sêmen resfriado, e a inseminação artificial com sêmen congelado se restringe praticamente a laboratórios de 
pesquisa. Cada tipo de sêmen apresenta possibilidades distintas de aplicação, assim como também exige um 
manejo de complexidade diferente. A IA com sêmen congelado requer o desenvolvimento de metodologia 
adequada de congelação, mas, pesquisas realizadas nessa área, indicam que, em um futuro próximo, bancos de 
sêmen congelado estarão disponíveis (Stornelli et al., 2001). 

A IA em cães é realizada basicamente por duas técnicas: intravaginal e intrauterina. A IA intravaginal 
consiste na deposição do sêmen na vagina da cadela e apresenta-se como a via de escolha, na maioria das vezes 
por ser de fácil execução e por oferecer bons resultados. Nesse caso, pode se utilizar uma pipeta rígida, 
geralmente usada para IA em bovinos, ou a sonda de Osíris (Silva et al., 2003). 

A IA por via intrauterina consiste na deposição do sêmen diretamente no interior do útero. Várias 
abordagens têm sido realizadas com o intuito de se desenvolverem técnicas nas quais a deposição do sêmen é 
realizada diretamente dentro do útero da fêmea, por via transcervical ou por meio de procedimentos cirúrgicos 
transabdominais, como a laparotomia e a laparoscopia (Linde-Forsberg, 2002; Silva et al., 2003). 

A maioria dos autores tem obtido bons resultados utilizando IA intrauterina (mediante laparotomia, 
laparoscopia ou cateterismo cervical) com o uso de sêmen congelado. As porcentagens de prenhez obtidas com o 
uso de IA intrauterina variam de 60 a 90% (Tsutsui et al., 2000; Linde-Forsberg, 2002; Kim et al., 2007). Os 
resultados obtidos por esses autores são muito variáveis e essa variação pode ser explicada pela utilização de
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 diferentes meios diluentes, métodos de congelação, descongelação e envasamento. 
Tsutsui et al. (2000) reportaram que o uso de IA intravaginal com sêmen congelado requer, no mínimo, 

20 x 108 espermatozoides móveis para que a fertilidade possa ser comparada com a obtida em acasalamento 
natural. Já com sêmen descongelado e depositado no útero, a dose inseminante sugerida foi de aproximadamente 
1,5 a 2,0 x 108 espermatozoides móveis e a taxa de gestação nesse estudo variou de 20 a 90%. 

Linde-Forsberg et al. (1999), obtiveram uma taxa de gestação de 57,9%, ao usarem IA intra-uterina com 
100 a 400 x 106 espermatozoides. Kim et al. (2007) demonstraram taxa de gestação de 100% após IA 
intrauterina com baixo número de espermatozoides, 50 x 106 espermatozóides móveis, de 80% com 5x106 
espermatozóides móveis, e de 0% com 5x105 espermatozóides móveis. 

Taxas de concepção com sêmen congelado têm sido obtidas por algumas instituições de pesquisa que 
utilizam como meios diluentes o TRIS/gema de ovo/frutose/citrato (Andersen, 1972; Rota et al., 1999), o 
Triladyl (Nöthling e Volkmann, 1995), o Laiciphos (Silva e Verstegen 1995) e o CLONE (Strön et al., 1997). A 
composição de alguns desses meios não é revelada. Com relação ao local de inseminação, ambas, intravaginal e 
intra-uterina são realizadas e uma taxa de concepção alta tem sido relatada em alguns desses trabalhos. 
Entretanto, é reconhecido que a congelação do sêmen de cão ainda não é uma prática rotineira.  

 
Tabela 1. Esquema de IA em cães, de acordo com o tipo de sêmen utilizado.  

Sêmen Dose Sobrevivência 
espermática 

Esquema de IA Fertilidade 

 
Fresco 

150 a 200x106 
sptz/mL (diluído). 

4 a 6 dias 3 inseminações a cada 48 horas 
(P4= 4 ng/mL). 
Dias 1 a 4 pós- ovulação. 
(P4= 8 a 15 ng/mL). 

80 a 90% (deposição 
transcervical ou 
fundo de vagina) 

     
 
Resfriado 

150 a 200x106 
sptz/mL (diluído). 

24 a 72 h 1 ou 2 inseminações, 2 e 4 pós-
ovulação. 
(P4 entre 4 e 10ng/mL). 

80 a 90% (deposição 
transcervical ou 
fundo de vagina)  

     
 
 
Congelado 

50 a 300x106 
sptz/mL (diluído). 

12 a 24 h 2 vezes (P4 = 8ng/mL) e 
citologia vaginal de estro. 
Dias 5 a 7 pós-ovulação (P4 =18 
e 28 ng/mL). 

45% deposição 
vaginal, 
67 -84% transcervical 
ou intra-uterina. 

Fonte: Revisado e adaptado de Payan-Carreira (2011). 
 

Inúmeros testes são necessários para se avaliar a qualidade do ejaculado canino; esses testes são 
classificados em convencionais ou avançados. As técnicas avançadas requerem metodologias e equipamentos 
mais sofisticados, enquanto as avaliações convencionais podem ser realizadas em laboratórios mais simples. A 
análise convencional inclui as avaliações macroscópicas de sêmen – volume e cor e a avaliação microscópica 
consta das análises de motilidade, concentração e morfologia espermática. 

As variações nos resultados dos testes convencionais de sêmen podem atingir 30 a 60%, dependendo do 
laboratório e de diferentes profissionais (Coetzee et al., 2006); testes mais avançados não são usados como rotina 
devido aos custos, o que não permite, portanto, uma comparação segura dos resultados obtidos entre os 
laboratórios de pesquisa e maximiza a ocorrência de erros. Uma avaliação avançada é essencial quando se 
pretende preservar, particularmente congelar, amostras de sêmen. Os resultados obtidos com as avaliações mais 
sofisticadas de uma amostra de sêmen correlacionam-se mais com as taxas de IA do que com as avaliações 
tradicionais. 

Embora a criopreservação das células espermáticas tenha sido usada por décadas, até o momento não 
está completamente esclarecido como as alterações que ocorrem como consequências da criopreservação 
contribuem para as falhas no processo de fertilização e/ou perda embrionária ou fetal. Essa questão é 
multifatorial, além do envolvimento de fatores espécie-específicos.  

Durante o processo de congelação, muitos fatores influenciam a qualidade e a viabilidade do sêmen, 
incluindo a técnica de colheita de sêmen, o meio diluente, o processamento do sêmen, a concentração final de 
espermatozoides, a combinação do meio diluente, as curvas de congelação e o método de descongelação 
(Rijsselaere et al., 2002). Além disso, outro fator importante é a variação individual observada entre os cães e 
entre os ejaculados de um mesmo animal, tornando-os mais ou menos resistentes aos procedimentos de 
congelação (Pena et al., 2003).  

Apesar de a motilidade ser parte importante para o transporte espermático no trato reprodutivo 
feminino, atualmente é considerada controversa a visão clássica, a qual considera o ejaculado como uma única 
população espermática, homogênea, com uma distribuição estatística normal, e com o uso de médias para 
classificação ou para acessar o efeito de tratamentos ou de um processo biotecnológico (Mortimer, 2000; 
Quinteiro-Moreno et al., 2003). Já é conhecido que o sêmen de diferentes espécies apresenta distintas 
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subpopulações, as quais são identificadas por meio de programas estatísticos e dos valores obtidos após a análise 
computadorizada (CASA) com base nessa teoria, a presença de uma subpopulação de velocidade mais rápida foi 
relacionada a cães de melhor potencial de congelabilidade em estudo realizado por Nunez-Martinez et al. (2006).  

 
Tabela 2. Descrição resumida dos principais métodos avançados utilizados na avaliação da qualidade 
espermática.  

Teste Objetivo Procedimento Referências 
Teste hiposmótico Integridade de 

membrana (teste 
indireto) 

Solução hiposmótica por 30 
minutos a 37°C. Membrana 
intacta = edema e cauda 
enrolada. 

Kumi-Diaka, 1993 

    
Análise 
computadorizada de 
sêmen (CASA) 

Avaliação da 
motilidade 
espermática 

Caracterização da 
cinética dos sptzs. Permite a 
identificação de 
subpopulações espermáticas 

Rijsselaere et al.,2003 
Niżański et al.,2009 

    
Teste de ligação em 
zona pelúcida 

Avaliação do 
potencial fertilizante 
dos sptzs. 

ZBA – oócitos homólogos 
HZA – hemizona 
microscópio de contraste de 
fase. 

Rijsselaere et al., 2005 
Strom-Holst et al.,2001. 

    
Sondas fluorescentes 
e citometria de fluxo 

Integridade de 
membrana e 
avaliação de vivos e 
mortos 

Uso combinado de sondas: 
iodeto de propídio (PI) e 
acetato de 
carboxifluoresceína 
SYBR-14 + PI 
sptz íntegro – verde 
sptz lesado – vermelho 

Rijsselaere et al., 2005 
Silva e Gadella, 2006 

    
 Reação de 

capacitação 
Clortetraciclina fluorescente 
+Hoechst 33258 – avaliação 
da % de células vivas e 
reação de capacitação 

Ptrunkina et al., 2004 
 

 

    
 Reação do acrossoma Lecitinas conjugadas: 

(FITC-PNA) ou (FITC-
PSA).  
Ausência de fluorescência = 
acrossoma intacto, 
presença de fluorescência = 
reação de acrossoma. 

Silva e Gadella, 2006 

    
 Mitocôndria Rodhamina 123 – sonda 

seletiva para mitocôndria 
funcional. 

Gravance et al., 2001 
 

    
 Integridade do DNA Acridine Orange (OA) 

Verde: DNA intacto 
Vermelho: DNA 
desnaturado. 
TUNEL 

Choran et al., 2006  

Fonte: Adaptado de Payan-Carreira (2011). 
 

Modificações subletais ocorrem nos espermatozoides como resultado da exposição a temperaturas e 
osmolaridade extremas, efeitos associados com a criopreservação. A criopreservação provoca um insulto 
osmótico importante que pode ser minimizado, mas não totalmente eliminado, pelo uso de agentes 
conservativos. Além disso, há evidências de que a criopreservação resulte em alterações do DNA, aneuploidia e 
fragmentação cromossômica.  

Estresse oxidativo induzido pela geração de espécie reativa de oxigênio (ROS) in vitro resulta em 
redução da motilidade, viabilidade, reação do acrossomo e fusão oócito/espermatozoide. O peróxido de 
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hidrogênio parece ser a ROS primária responsável por essas mudanças, e acredita-se que peroxidação lipídica 
constitui o mecanismo de ação mais importante. A cascada da peroxidação lipídica inicia-se quando a ROS ataca 
os ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) na membrana dos espermatozóides, a qual contém altas concentrações 
de PUFA e limitado poder de reparo. Como conseqüência ocorre perda da fluidez e da integridade da membrana 
espermática, que é necessária para os eventos associados com a fertilização.  

Com o início do processo de congelação, que corresponde a uma fase de super-resfriamento, a 
temperatura diminui para -5 a -15°C. Essa fase se inicia com a formação de cristais de gelo na solução 
extracelular, enquanto os componentes intracelulares permanecem descongelados (Hammerstedt et al., 1990). 
Com a contínua diminuição da temperatura, a célula é então exposta a uma condição hipertônica, desde que a 
água extracelular já se encontre congelada, e existe uma alta concentração de sal extracelular, causando ainda 
mais o efluxo de água de dentro da célula. O efluxo de água para fora da célula diminui a possibilidade de 
formação de cristais de gelo intracelular. Com uma congelação lenta, a célula fica exposta por mais tempo à 
condição hiperosmótica, levando a danos irreparáveis. Essa condição hiperosmótica é também chamada de efeito 
soluto (Holt, 2000). 

Após a descongelação, a osmolaridade da solução e o tamanho celular retornam ao normal 
(Hammerstedt et al., 1990). Os crioprotetores penetrantes possuem uma taxa de difusão, através da membrana, 
menor que a água, e quando as células são diluídas num fluido livre de crioprotetor ou no fluido do trato 
reprodutivo da fêmea, forma-se um gradiente osmótico entre o interior da célula e o meio externo, induzindo a 
um aumento de volume celular. A extensão e a duração desse aumento de volume celular são dependentes da 
quantidade e da taxa de difusão desses crioprotetores (Hammerstedt et al., 1990; Amann, 1999). 

Como a criopreservação induz à perda da viabilidade e a um comprometimento da funcionalidade 
espermática após a descongelação, reduzindo a habilidade fertilizante, a seleção de espermatozoides viáveis de 
um meio onde a maioria foi danificada ou morta deve ser um dos pré-requisitos para se alcançarem melhores 
resultados de concepção após a inseminação artificial com sêmen congelado/descongelado (Watson, 2000). 
Deste modo, a técnica de centrifugação por densidade de gradiente PureSperm® foi desenvolvida para selecionar 
espermatozoides viáveis e morfologicamente intactos no sêmen humano (Mousset-Simeon et al., 2004). Essa 
solução foi utilizada em cães (Dourado et al., 2011), com o intuito de separar o espermatozoide do plasma 
seminal e do meio diluidor e também de aumentar a quantidade de células morfologicamente normais para uso 
em biotecnologias reprodutivas como a inseminação artificial. 

A demanda para a IA nos cães é crescente no mundo todo, bem como para um aumento significativo na 
utilização de sêmen preservação. Existe uma tendência para se aumentar o uso de sêmen 
congelado/descongelado em detrimento do sêmen fresco como parte das ferramentas para um incremento 
genético. Atualmente é possível se combinarem taxas adequadas de nascimento e tamanho de ninhadas a 
despeito do tipo de sêmen utilizado, principalmente quando a IA é realizada no momento mais propício do ciclo 
estral e a deposição do sêmen realizada em local apropriado. Um aconselhamento técnico adequado aos clientes 
deve acompanhar os serviços de IA que sempre devem ser realizados por profissionais especializados, sobretudo 
em se tratando de uma fêmea problemática. 
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