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RESUMO 

Diversos estudos têm sido desenvolvidos no intuito de melhorar os protocolos já 

existentes para a congelação de sêmen canino. Com isso o presente trabalho teve dois 

objetivos: 1) Avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações de 

dimetilformamida sobre as características do sêmen canino diluído em água de coco na 

forma de pó (ACP-106C) e congelado, 2) Comparar o efeito da temperatura de adição 

da dimetilformamida (27 e 4°C) sobre o sêmen canino diluído em ACP-106
 
C e 

congelado. Dez ejaculados oriundos de cinco cães foram coletados por manipulação 

digital. Para o primeiro experimento, todas as alíquotas foram diluídas em ACP-106C 

contendo 10% de gema de ovo, sendo que na primeira alíquota utilizou-se como 

crioprotetor o glicerol 6% (grupo controle-GC), a segunda 2% de dimetilformamida 

(DF2), a terceira 4% de dimetilformamida (DF4) e a quarta 6% de dimetilformamida 

(DF6). Já no segundo experimento, uma amostra de sêmen foi diluída em ACP-106
 
C 

com 10% de gema de ovo e glicerol a 27°C (G27), a segunda diluída em ACP-106
 
C 

com 10% de gema de ovo e dimetilformamida a 27°C (DF27) e a terceira diluída em 

ACP-106
 
C com 10% de gema de ovo e dimetilformamida a 4°C (DF4). As amostras 

dos dois experimentos foram submetidas ao processo de congelação, sendo em seguidas 

acondicionadas em nitrogênio líquido. Após uma semana, as amostras de sêmen foram 

descongeladas a uma temperatura de 37° C por 1 minuto, sendo então submetidas às 

avaliações de morfologia, integridade acrossomal, teste hiposmótico, bem como a 

análise computadorizada. No primeiro experimento, a motilidade total do GC foi 

superior à dos grupos contendo dimetilformamida. A população de espermatozóides 

rápidos, lentos e estáticos foi significativamente maior no GC comparado aos demais 

grupos. No segundo experimento, foi evidenciada uma superioridade do grupo controle 

(G27) em relação aos grupos contendo dimetilformamida para os parâmetros motilidade 

progressiva, VAP, VCL, VSL, LIN, STR e ALH. Diante dos resultados obtidos conclui-

se que a dimetilformamida nas concentrações adicionadas ao diluidor ACP-106C e 10% 

de gema, proporciona resultados in vitro considerados insatifastórios para a para 

congelação do sêmen canino, não sendo indicado seu uso. Além do mais, não há 

influência da temperatura de adição da dimetilformamida com a utilização do diluidor 

ACP-106
 
C, na qualidade do sêmen canino. 

 



ABSTRACT 

 Several studies have been developed in the intention of already improving the protocols 

existent for the freezing of canine semen. With that the present work had two 

objectives: 1) to evaluate the effect of the addition of different dimethylformamide 

concentrations on the characteristics of the canine semen diluted in coconut water in the 

powder form (ACP-106C) and frozen, 2) to Compare the effect of the temperature of 

addition of the dimethylformamide (27 and 4°C) on the canine semen diluted in ACP-

106 C and frozen. Ten ejaculated originating from of five dogs were collected by digital 

manipulation. For the first experiment, all the aliquots were diluted in ACP-106C 

containing 10% of egg yolk, and in the first aliquot it was used as crioprotetor the 

glicerol 6% (I group control-GC), Monday 2% of dimethylformamide (DF2), the third 

4% of dimethylformamide a (DF4) and Wednesday 6% of dimethylformamide (DF6). 

Already in the second experiment, a semen sample was diluted in ACP-106 C with 10% 

of egg yolk and glicerol to 27°C (G27), Monday diluted in ACP-106 C with 10% of egg 

yolk and dimethylformamide to 27°C (DF27) and the third diluted in ACP-106 C with 

10% of egg yolk and dimethylformamide to 4°C (DF4). The samples of the two 

experiments were submitted to the freezing process, being conditioned soon after in 

liquid nitrogen. After one week, the semen samples were thawed her/it a temperature of 

37° C for 1 minute, being then submitted to the morphology evaluations, integrity 

acrossomal, test hiposmótico, as well as the computerized analysis. In the first 

experiment, the total mobility of GC was superior to the one of the groups containing 

dimethylformamide. The population of spermatozoids fast, slow and static was 

significantly larger in GC compared to the other groups. In the second experiment, a 

superiority of the group was evidenced it controls (G27) in relation to the groups 

containing dimethylformamide for the parameters progressive mobility, VAP, VCL, 

VSL, LIN, STR and ALH. Before the obtained results it is ended that the 

dimethylformamide in the concentrations added to the diluidor ACP-106C and 10% of 

yolk, it provides resulted in vitro considered insatifastórios for the for freezing of the 

canine semen, not being indicated your use. Besides, there is not influence of the 

temperature of addition of the dimethylformamide the use of the diluidor ACP-106 C, in 

the quality of the canine semen. 

Key words: dimethylformamide; powdered coconut water; dog; freezing; semen; 

cryoprotectant. 
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1. INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento de biotécnicas da reprodução de cães cresce a cada dia, pela 

demanda de criadores em guardar as características fenotípicas e genotípicas de um 

reprodutor, maximizando o uso de material genético de animais de alto valor 

zootécnico, o que estimula a formação de profissionais especializados nesta área 

(OLIVEIRA, 2003). 

Dentre as diferentes biotécnicas reprodutivas, tem-se destacado a congelação de 

sêmen, que possibilita o aproveitamento dos ejaculados de um mesmo reprodutor e 

facilita a propagação deste material genético entre regiões distantes. Diversas 

metodologias são descritas para a congelação do sêmen de cães e variam de acordo com 

o diluente, protetores de resfriamento e agentes crioprotetores empregados, 

preconizando o uso de diferentes velocidades de congelação. Em todas, busca-se 

minimizar o dano causado ao espermatozóide pelo processamento, visando recuperar 

um máximo possível de espermatozóides viáveis (CARDOSO et al., 2007). 

Ultimamente, tem-se utilizado um diluidor à base de água de coco que contém 

compostos que mostram atividades semelhantes àquelas das citocininas e que são 

derivados das purinas (difeniluréia), possuindo atividades biológicas consideradas 

excelentes para as células. NUNES & COMBARNOUS (1995) isolaram o ácido 3-

indol-acético na água de coco, verificando que esta substância apresentava uma ação 

benéfica sobre a motilidade dos espermatozóides de caprinos e ovinos incubado a 37°C. 

Devido à impossibilidade de armazenamento da água de coco e ainda 

objetivando a padronização e comercialização do referido diluidor, mesmo naquelas 

regiões onde o fruto não existe, foi desenvolvida a água de coco na forma de pó (ACP). 

Este diluente tem demonstrado bons resultados na refrigeração do sêmen de equinos 

(SAMPAIO-NETO et al., 2002), diluição para inseminação artificial em caprinos 

(SALGUEIRO et al., 2002), e, em cães, para resfriamento (MADEIRA et al., 2004), 

inseminação artificial com sêmen a fresco e refrigerado (UCHOA et al., 2004; UCHOA 

et al., 2007) e congelação do sêmen (CARDOSO et al., 2007). 



Ao meio diluidor, devem-se adicionar substâncias crioprotetoras. Segundo 

ASHWOOD-SMITH (1987) diferentes componentes podem ser usados como 

crioprotetores penetrantes, como os álcoois: etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol e 

polietilenoglicol; e também as amidas, incluindo a acetamida, formamida, 

dimetilformamida e lactamida. Estas substâncias têm estruturas que promovem ligações 

de hidrogênio com a molécula da água. Estas ligações mudam a orientação da molécula 

da água nos cristais de gelo criando um ambiente menos nocivo para as células 

espermáticas (DALIMATA & GRAHAM, 1997). 

O glicerol (CH3H8O3), um álcool polihídrico altamente permeável, é o 

crioprotetor mais empregado na congelação de sêmen nas diferentes espécies. Ele 

ocasiona um estresse osmótico à célula espermática, impedindo a formação de grandes 

cristais de gelo intracelulares (WATSON, 2000). Apesar de seu efeito protetor, o 

glicerol apresenta certa toxicidade para as células espermáticas durante a sua adição e 

durante a própria crioconservação. FAHY et al. (1990) relatam que esta toxicidade pode 

resultar em desnaturação de proteínas, alteração de interações da actina na membrana 

plasmática e indução da liberação das proteínas do seu local na membrana. 

Nesse sentido as amidas têm sido utilizadas como crioprotetores alternativos em 

diferentes espécies como cães (ZIMMERMAM et al., 2007; FUTINO 2008; Lopes et 

al., 2009), coelhos (HANADA & NAGASE, 1980; KASHIWAZAKI et al., 2006), 

galos (CHALAH et al. 1999; TSELUTIN et al.1999; LUKASZEWICK 2002) peixes 

(JOHNSON & LARSSON, 1985), equinos (ALVARENGA et al., 2005) e suínos 

(BIANCHI et al., 2008). Porém, com relação ao diluente à base de água de coco, o 

efeito de sua interação com a dimetilformamida, utilizada como crioprotetor, é 

desconhecido para o sêmen não apenas de cães, mas de qualquer outra espécie. 



2. REVISÃO DE LITERATURA 

Célula espermática 

O espermatozóide é uma célula altamente especializada responsável em executar 

a função exclusiva de fertilizar um oócito e é usualmente dividido em cabeça, peça 

intermediária e peça terminal (AMANN & PICKETT, 1987). A cabeça tem a função 

primordial de promover a penetração no oócito, levando toda a informação genética 

contida nela. A cauda contém a máquina metabólica responsável pela produção de 

energia e pelo mecanismo da motilidade espermática (PINEDA, 1989). 

Os espermatozóides são formados dentro dos túbulos seminíferos, 

caracterizando-se por serem células alongadas. São todos recobertos pelo plasmalema 

ou membrana plasmática. O acrossoma é uma estrutura de dupla parede situada entre a 

membrana plasmática e a porção anterior do núcleo que contém várias enzimas 

hidrolíticas envolvidas no processo de fertilização, incluindo pró-acrosina, 

hialuronidase, esterases e hidrolases ácidas. O colo conecta a cabeça do espermatozóide 

à cauda, que é subdividida em peça intermediária, principal e terminal (HAFEZ & 

HAFEZ, 2004). 

A membrana plasmática do espermatozóide canino apresenta uma baixa 

proporção de ácidos graxos poli-insaturados em relação aos saturados (BOUCHARD et 

al., 1990) Essa característica confere ao espermatozóide canino uma resistência própria 

contra o choque térmico, uma vez que as células espermáticas do cão apresentam baixa 

sensibilidade às oscilações de temperatura. 

 

Congelação do sêmen canino 

As razões para a utilização do sêmen congelado em cães são inúmeras e incluem 

a possibilidade de transporte do sêmen para longas distâncias e o seu armazenamento 

por tempo indeterminado. Adicionalmente, a congelação permite a diminuição de 

gastos, que ocorrem com a necessidade de exportação de um animal. Evita-se ainda, o 

envio da fêmea para o local onde está o macho, o que é um procedimento desgastante e 



pode refletir negativamente na eficiência reprodutiva da fêmea, além dos riscos 

sanitários (LINDE-FORSBERG e FORSBERG, 1989). 

A congelação é o método pelo qual o sêmen, e consequentemente, o potencial 

genético de machos valiosos, pode ser mantido por tempo indeterminado. A meta final 

na preservação de sêmen é a de obter gestações após inseminação artificial tão 

eficientemente como após a monta natural (QUINTANILHA, 1994).  

O maior problema com relação à congelação de sêmen é que mesmo utilizando 

as melhores técnicas, o padrão de sobrevivência pós-descongelação é restrito em cerca 

de 50% da população espermática (WATSON, 1995). O processo de congelação 

também causa danos às membranas espermáticas. Geralmente, as membranas afetadas 

são a plasmática, a acrossomal externa e a mitocondrial. A desestabilização da 

membrana plasmática após a congelação assemelha-se a uma capacitação fisiológica do 

espermatozóide. O espermatozóide capacitado e/ou com acrossomo reagido tem uma 

vida limitada, reduzindo assim a fertilidade (WATSON, 1995; JANUSKAUSKAS et 

al., 1999). 

As mudanças bruscas de temperatura durante os processos de congelação e 

descongelação alteram a organização dos componentes estruturais da membrana 

plasmática, afetando as suas propriedades. Essas alterações estão associadas a mudanças 

na permeabilidade e na habilidade de sofrer fusão. Além disso, os espermatozóides 

podem apresentar edemas e rupturas na membrana plasmática e acrossomal externas, 

alterações na fluidez da membrana, desregularização no influxo de cálcio intracelular e 

alterações na atividade enzimática (JANUSKAUSKAS et al., 1999). 

A congelação pode produzir uma sub-população com menor tempo de vida in 

vivo, reduzindo efetivamente a eficiência da população como um todo. Após a 

congelação, os espermatozóides sobreviventes contêm mais cálcio intracelular que 

antes, refletindo em dano à membrana no mecanismo de permeabilidade seletiva 

(BAILEY et al., 2000). 

De acordo com MAZUR (1984), as mudanças celulares que ocorrem durante a 

congelação não estão associadas à sua habilidade de se armazenarem em temperaturas 

muito baixas, mas sim à sua letalidade em uma zona de temperatura intermediária (-



15ºC a –60ºC), que a célula atravessa duas vezes; uma durante a congelação e outra 

durante a descongelação. Nenhuma reação térmica ocorre em um sistema aquoso à 

temperatura de nitrogênio líquido (-196ºC). Uma explicação para isso é que não existe 

água líquida ao redor da temperatura de -130ºC. O único estado físico que existe são os 

cristais e nesse estado a viscosidade é alta e a difusão insignificante; portanto a -196ºC 

não há energia térmica para reação química (MCGEE et al., 1962). 

As únicas reações que podem ocorrer em um sistema aquoso congelado a –

196ºC são eventos fotofísicos como a formação de radicais livres e a produção de 

macromoléculas que se quebram como resultado direto do impacto pelas radiações 

ionizantes. Entretanto, a dose de radiação ionizante requerida para causar injúrias nas 

células levaria de 2.000 a 4.000 anos para causar este efeito (WATSON, 2000). 

HAMMERSTEDT et al. (1990) descreveram cinco diferentes etapas no processo 

de congelação do espermatozóide: 1) diluição e refrigeração; 2) penetração do 

crioprotetor e envasamento; 3) congelação; 4) armazenamento; 5) descongelação. 

Métodos específicos devem ser desenvolvidos para cada uma das espécies, pois cada 

uma dessas etapas tem um impacto único sobre a sobrevivência da célula no processo de 

congelação. 

 

Avaliação seminal 

Imediatamente após a obtenção do sêmen, este deve ser avaliado, com base em 

parâmetros macroscópicos, como cor e volume, e parâmetros microscópicos como 

motilidade, concentração, morfologia, e funcionalidade de membrana. A avaliação 

morfológica é essencial para se determinar a qualidade do sêmen (ZAMBELLI; 

CUNTO, 2006). Entretanto, a avaliação desses parâmetros não comprova a fertilidade 

animal. Desse modo, é sugestiva a realização de diversas avaliações conjuntamente, 

dentre as quais podem ser destacadas: 

 

Motilidade espermática 



A avaliação da motilidade espermática considera a porcentagem de 

espermatozóides móveis e sua intensidade de movimento (DERIVAUX, 1980). 

Segundo Seager e Fletcher (1972), a avaliação da motilidade espermática deve ser feita 

imediatamente após a colheita ou descongelação do sêmen, com o auxílio da 

microscopia óptica. Em seguida, deve-se avaliar o vigor espermático, por meio da 

intensidade do movimento dos espermatozóides. Classificando numa escala de 0 a 5 

(PLATZ; SEAGER, 1977; CHRISTHIANSEN, 1988). 

A avaliação desses parâmetros por meio da microscopia óptica oferece 

limitações primárias como a subjetividade e a variabilidade (RIJSSELAERE et al., 

2005). A determinação subjetiva da motilidade espermática pode ser influenciada pela 

temperatura de avaliação e pela qualificação do avaliador, levando a uma alta 

variabilidade entre os laboratórios (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). A análise 

computadorizada (CASA) foi proposta pra suplantar o obstáculo de subjetividade nas 

análises de sêmen e vem sendo utilizada em diversas espécies animais, incluindo a 

canina (SILVA, 2005). 

Apesar da avaliação da motilidade espermática não poder ser usada como uma 

mensuração dos espermatozóides vivos e mortos na amostra, ela fornece a informação 

de um fator que é necessário para a capacidade fertilizante do espermatozóide, pois a 

motilidade é a manifestação da sua competência estrutural e funcional (PEÑA 

MARTINEZ, 2004). 

 

Morfologia espermática 

Várias classificações foram descritas para a morfologia espermática. 

(DERIVAUX, 1980) sugere a classificação das alterações morfológicas espermáticas 

em: primária, quando relacionadas a problema oriundo na gametogênese e secundária, 

quando diz respeito a maturação espermática no epidídimo, ou em consequência da 

manipulação do sêmen, como diluição, resfriamento, congelação ou descongelação. 

Segundo Cardoso et al. (2005), alterações secundárias têm pouca interferência sobre a 

fertilidade, quando comparadas às primárias. Porém, é importante enfatizar que a 

microscopia de luz não permite a visualização de danos na ultra-estrutura espermática, 



sendo aconselhável o emprego de outras técnicas como a microscopia eletrônica 

(SILVA et al., 2006). 

Para realização da avaliação morfológica, destaca-se o uso do corante Rosa de 

Bengala (RODRIGUES, 1997) que permite não apenas a visualização da morfologia 

espermática, mas também a avaliação da integridade do acrossoma e o corante Azul de 

Bromofenol (LIMA et al., 2007) que permite a contagem de espermatozóides vivos e 

mortos. 

 

Funcionalidade da membrana espermática 

O teste hiposmótico avalia a funcionalidade da célula espermática 

(SPITTALER; TYLER, 1985), sendo essa importante para o metabolismo celular. A 

resposta osmótica do sêmen fresco estaria correlacionada com a fertilidade em bovinos 

(REVELL; MRODE, 1994), javali (PEREZ-LLANO et al., 2001). Nos cães, a 

correlação da resposta osmótica com a fertilidade in vivo ou in vitro ainda não foi 

estabelecida (PEÑA-MARTINEZ, 2004). 

 

Análise de sêmen auxiliada por computador (CASA) 

Nas últimas décadas, diversos sistemas de análises de sêmen auxiliado por 

computador (CASA) têm sido propostos e aplicados na tentativa de aumentar a acurácia 

da avaliação convencional do sêmen, além de incrementar o estudo da andrologia 

(TARDIF et al., 1997; VERSTEGEN et al., 2002; AMANN & KATZ, 2004). 

CASA refere-se a um sistema automatizado (hardware e software) que visualiza 

e digitaliza imagens sucessivas dos espermatozóides móveis. Estes são posteriormente 

identificados em imagens que são analisadas e, desta forma, obtêm-se o estabelecimento 

de sua trajetória, fornecendo informações precisas e significativas da cinética das 

células (FARREL et al.,1998). Os resultados desses processamentos são refletidos em 

uma série de parâmetros que definem precisamente o exato movimento de cada 

espermatozóide (QUINTERO-MORENO et al., 2003). 



A avaliação automatizada da motilidade dos espermatóizoides é de grande 

interesse devido ao fato da cinética espermática ter relevância na determinação do 

potencial de fertilidade dos espermatozóides (FARREL et al., 1998; ARRUDA et al., 

2007). 

Apesar do seu alto custo, o sistema CASA oferece automatismo, rapidez e 

objetividade nas avaliações, possibilitando detalhar melhor a qualidade do sêmen 

analisado, fornecendo assim, informações e detalhes adicionais sobre as características 

de movimentação dos espermatozóides (FARREL et al.,1998; SOUSA, 2007).  

De modo geral, os parâmetros da cinética espermática avaliados pelo CASA 

(SOUSA, 2007) são:  

- Motilidade total (MT) - É a razão das células móveis no total de espermatozóides da 

amostra (%). 

- Motilidade progressiva (MP) - É a razão das células móveis com movimento 

progressivo no total de espermatozóides da amostra (%). 

- Velocidade média da trajétoria (VAP)- É a indicação da trajetória geral do 

espermatozóide, sendo a velocidade média ininterrupta do caminho da célula (μm/s). 

- Velocidade progressiva (VSL) - Considera a trajetória espermática como uma reta. É a 

velocidade média percorrida em linha reta entre o início e o final do percurso (μm/s). 

- Velocidade curvilinear (VCL) - É a velocidade do deslocamento real dos 

espermatozóides, ou seja, é a velocidade média de cada ponto atual do trajeto seguido 

por cada célula (μm/s). 

- Amplitude lateral da cabeça (ALH)- Corresponde à largura média da oscilação da 

cabeça do espermatozóide durante seu deslocamento (μm). 

- Frequência de batimento cruzado (BCF) – Visa fornecer indicações da frequência do 

batimento. É definida como a frequência com que a cabeça do espermatozóide move-se 

para trás e para frente durante um trajeto percorrido (Hz). 



- Retilinearidade (STR) - É a medida do afastamento da trajetória da célula espermática 

considerando-se uma linha reta (uma comparação da linha reta com a média dos 

caminhos) (%). 

- Linearidade (LIN) - É a medida do afastamento da célula espermática considerando-se 

a trajetória em uma linha reta (comparação da linha reta e os caminhos curvilíneos) (%). 

De acordo com ARRUDA (2000), para os parâmetros motilidade progressiva, 

VAP, VSL, VCL, BCF, STR, LIN e RAPID, quanto maior for o valor numérico obtido, 

melhor deverá ser a qualidade espermática, e, opostamente, para o parâmetro ALH, 

quanto maior valor numérico obtido, pior a qualidade espermática. 

 

Sondas fluorescentes 

Os espermatozóides são constituídos por vários compartimentos inclusos dentro 

da membrana plasmática. Essas membranas devem permanecer intactas e funcionais 

para permitir a competência celular, sendo essenciais à proteção, ao funcionamento 

celular e ao processo de fertilização (SOUSA, 2007).  

Avanços recentes na microscópia de fluorescência têm fornecido novos meios de 

se avaliar a capacidade funcional de espermatozóides em várias espécies (GARNER & 

JOHNSON, 1995; ARRUDA, 2000; ARRUDA & CELEGHINI, 2003; CELEGHINI, 

2005). A funcionalidade ou integridade das estruturas dos espermatozóides é 

monitorada por sondas fluorescentes (ou fluorocromos), as quais possuem a capacidade 

de se ligar e marcar estruturas específicas das células, permitindo um diagnóstico mais 

fácil e direto, dependendo de suas características físicas (CELEGHINI, 2005). Apesar 

do alto custo, elas podem fornecer informações precisas sobre os compartimentos e 

estado funcional dos espermatozóides, uma vez que a fluorescência é um indicador 

sensível do estado de certas moléculas, sendo aplicado como um meio de medir 

mudanças metabólicas dentro de células vivas (CELEGHINI, 2005). 

Uma variedade de sondas tem sido utilizada na avaliação dos diferentes 

componentes celulares e a maioria dos testes, que foram desenvolvidos nos últimos anos 

com esse objetivo, permitem analisar diferentes aspectos da função espermática como a 



integridade das membranas plasmática, acrossomal e mitocondrial (GRAHAM et al., 

1990; MAXWELL et al., 1997, ARRUDA, 2000; CELEGHINI et al., 2007). 

Na avaliação de membranas plasmáticas, a integridade da mesma é essencial 

para a manutenção da viabilidade espermática (PAPAIOANNOU et al., 1997), por ser 

responsável pelo mecanismo de manutenção de equilíbrio osmótico, atuando como uma 

barreira seletiva entre os meios intra e extracelular. Danos nesta estrutura podem levar à 

perda da homeostase com posterior morte celular e, in vivo, um espermatozóide com a 

membrana plasmática afuncional torna-se incapaz de realizar a fertilização (SILVA e 

GADELLA, 2006). 

A integridade da membrana plasmática é usualmente verificada por 

fluorocromos específicos para DNA que são impermeáveis às membranas intactas. 

Portanto, são marcadas apenas células com membrana plasmática lesada, podendo ser 

consideradas vivas as células que são capazes de excluir essas sondas. De acordo com 

ARRUDA et al. (2007), várias sondas com esse princípio têm sido testadas nos 

espermatozóides. 

Como exemplo, o brometo de etídio (HALANGK et al., 1984); corantes 

supravitais Hoechst 33258 e Hoechst 33342 (CASEY et al., 1993; MAXWELL et al., 

1997; JANUSKAUSKAS et al., 2001); SYBR-14 (GARNER et al., 1999; THOMAS et 

al., 1998); diacetato de carboxifluoresceína (HARRISON & VICKERS, 1990; PEÑA et 

al., 1998; SOUZA, 2001; VALCÁRCEL et al., 1994); e iodeto de propídio (PI) 

(ARRUDA, 2000; ARRUDA et al., 2003; GRAHAM et al., 1990; MAXWELL et al., 

1997; CELEGHINI, 2005; CHIRINÉIA, 2008). 

Por ser um fluorocromo muito estável, o PI tem apresentado êxito nos resultados 

tanto com o sistema de citometria de fluxo para contagem de células, quanto em 

microscopia de epifluorescência (CELEGHINI, 2005), marcando em vermelho o núcleo 

de células com membrana plasmática lesada devido à sua afinidade ao DNA 

(PAPAIOANNOU et al., 1997). Além disso, esta sonda vem se destacando em 

pesquisas pela sua facilidade de aplicação da técnica e eficiência na avaliação da 

integridade da membrana, seja isoladamente ou associada a outro marcador fluorescente 

para avaliar membrana plasmática (ARRUDA et al., 2007). 



O acrossomo é uma grande organela preenchida com enzimas hidrolíticas. A 

ligação inicial do espermatozóide com a zona pelúcida do oócito tem como objetivo a 

reação acrossomal, resultando na liberação e ativação das enzimas acrossomais 

(JAISWAL et al.,1999; SILVA e GADELLA, 2006) que são fundamentais para que 

ocorra a fecundação. Portanto, a avaliação da integridade acrossomal antes dos 

processos de reprodução assistida vem sendo cada vez mais empregada, visto que a 

integridade do acrossoma é um aspecto fundamental para a fertilização (SILVA e 

GADELLA, 2006). 

Muitas técnicas de coloração têm sido usadas com relativo sucesso para se 

determinar a porcentagem de espermatozóides que sofreram reação acrossomal (status 

acrossomal) como, por exemplo, as que empregam os corantes Azul de Trypan/Giemsa 

(KOVÁCS & FOOTE, 1992; COSTA, 2000; RESENDE, 2007), Chicago Sky Blue 

(KÚTVÖLGYI et al., 2006) e técnicas que utilizam lectinas conjugadas a fluoresceína 

(FARLIN et al., 1992; VALCÁRCEL et al, 1997; ARRUDA, 2000; CELEGHINI, 

2005). 

O caráter glicoproteico dos componentes acrossomais fornece um meio de 

mensurar a integridade do acrossoma, por preenchimento da matriz acrossomal de 

espermatozóides que apresentem acrossomo lesado, com lectinas conjugadas como, por 

exemplo, a aglutinina de Pisum sativum (PSA). A PSA se liga de forma específica a 

carboidratos das glicoproteínas (glicoconjugados) presentes na matriz acrossomal, ou 

seja, esta aglutinina possui afinidade por resíduos glicoprotéicos específicos, se 

associando desta forma, a açúcares α-manosideos encontrados nos conteúdos 

acrossomais (CELEGHINI, 2005). 

Para a visualização do acrossomo espermático em microscopia de 

epifluorescência, a PSA deve ser conjugada a fluoresceínas, tais como o isotiocionato de 

fluoresceína (FITC) (CELEGHINI, 2005). Assim, o acrossomo lesionado é marcado 

com sucesso, emitindo uma coloração verde-amarelada, o que facilita sua visualização e 

identificação. Portanto, a ausência da fluorescência é indicativo de células com o 

acrossomo intacto, e a fluorescência evidencia lesões ou reação acrossomal (SILVA & 

GADELLA, 2006). 



A FITC-PSA tem sido utilizada para avaliar integridade do acrossomo em 

bovinos (GRAHAM et al., 1990; FARLIN et al., 1992; MENDOZA et al., 1992; 

CASEY et al. 1993; ARRUDA, 2000; ARRUDA & CELEGHINI, 2003; ARRUDA et 

al., 2003; CELEGHINI, 2005; CELEGHINI et al., 2005; ANDRADE et al, 2007; 

ARRUDA et al., 2007; CELEGHINI et al., 2007; CHIRINÉIA, 2008; NASCIMENTO 

et al., 2008). 

Comprovando a eficiência e especificidade do FITC-PSA na avaliação da 

integridade de membrana acrossomal, SOUZA (2001) comparou quatro diferentes 

técnicas para exame da membrana acrossomal para amostras de sêmen equino pós-

descongelação. Os testes realizados foram: câmara úmida por microscopia de contraste 

de fase e de interferência diferencial, coloração por Azul de Trypan /Giemsa e 

microscopia de epifluorescência, utilizando como marcador o FITC-PSA. Verificou-se 

que a técnica de microscopia de epifluorescência com a sonda fluorescente FITC-PSA 

foi a mais eficiente em detectar lesões de acrossomo. 

As mitocôndrias espermáticas estão localizadas na peça intermediária do 

espermatozóide e sua principal função é realizar a fosforilação oxidativa e produzir 

ATP. A membrana mitocondrial interna é o local de produção dessa energia metabólica, 

sendo essencial para o batimento flagelar, possibilitando a propulsão (AUGER et al., 

1989; CELEGHINI, 2005; SILVA & GADELLA, 2006; SOUSA, 2007) e a penetração 

do espermatozóide no oócito. Portanto, a mitocôndria tem papel fundamental na 

motilidade e, segundo MARCHETTI et al. (2004), a análise da função mitocondrial 

pode oferecer uma maneira de acessar a motilidade espermática. 

O potencial de membrana mitocondrial interno é gerado pela cadeia respiratória 

e coordena a síntese de ATP mitocondrial. A capacidade para monitorar mudanças no 

potencial de membrana em mitocôndrias dentro das células pode ser crucial para a 

interpretação de mudanças na fisiologia celular em várias situações experimentais 

(DUCHEN et al., 1993). 

Muitos indicadores para o monitoramento do potencial de membrana de 

mitocôndrias têm sido discutidos, havendo grande ênfase em favor das sondas 

fluorescentes, mais especificamente as rodaminas e as carbocianinas. O sucesso para o 



uso dessas sondas em células vivas é baseado no fato de não serem destrutivas nem 

causarem toxicidade (REERS et al., 1991). 

Desta forma, este marcador fluorescente vem sendo utilizado com sucesso para 

estimar o potencial de membrana mitocondrial, em diferentes espécies como na espécie 

canina (CHIRINÉIA, 2008), humana (TROIANO et al., 1998); bovina (GARNER et al., 

1997; THOMAS et al., 1998; CELEGHINI et al., 2007), equina (GRAVANCE et al., 

2001; NASCIMENTO et al., 2008), ovina (MARTINEZ-PASTOR et al., 2004) e suína 

(ANDRADE et al., 2007). 

 

Meios diluidores 

A composição do meio diluidor é de vital importância para congelação do sêmen 

e deve ser ajustada para cada espécie. FOOTE (1964) e FOOTE & LEONARD (1964) 

foram os primeiros pesquisadores a investigar sistematicamente a combinação e a 

quantidade de vários componentes dos diluidores para a preservação do sêmen de cão. 

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

base de glicina-gema, leite desnatado, tampão tris (SILVA, 2005), diluidor à base de 

água de coco e diluidor à base de água de coco na forma de pó (CARDOSO, 2005). 

Além destes, muitas empresas desenvolvem seus próprios diluidores como o Triladyl, 

Laichipos 478, Biociphos W482 e o CLONE (OLIVEIRA, 2003). 

O meio diluidor de sêmen deve conter propriedades que impeçam as mudanças 

nocivas de pH; proteger a membrana espermática contra choque térmico durante o 

resfriamento; conter nutrientes como fontes de energia; prevenir o crescimento de 

bactérias; manter pressão osmótica fisiológica e concentração de eletrólitos adequada; 

crioprotetores para reduzir os danos da congelação (CONCANNON e BATTISTA, 

1989) 

Para a composição do diluente, é ainda necessária a adição de gema de ovo, que 

protege a membrana plasmática da célula espermática, restaurando os fosfolipídios 

perdidos durante o choque térmico oriundo da mudança de temperatura que ocorre 



durante o resfriamento inicial do sêmen (WATSON; PLUMMER, 1985; 

HAMMERSTEDT et al., 1990). 

Acredita-se que essa proteção possa ser devido à presença de uma lipoproteína 

chamada fosfatidilcolina. Durante o choque térmico, as lipoproteínas interagem com a 

estrutura lipídica da membrana plasmática das células espermáticas e propiciam a 

proteção. (BOUCHARD et al., 1990). Para o sêmen do cão, a maioria dos autores 

utiliza concentrações de gema em torno de 20% no diluente (FARSTAD; ANDERSEN, 

1975; LINDE-FORSBERG; FORSBERG, 1989; SILVA, 2001; MARTINS, 2005). 

Atualmente, tem-se utilizado principalmente o diluente Tris para a congelação 

de sêmen canino, pois o mesmo mostra-se superior a outros diluentes (FARSTAD, 

1996; SILVA et al., 2000). O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano - H2NC(CH2OH)3) 

não apenas apresenta atividade tamponante, mas também atua na redução do 

metabolismo da frutose pela célula espermática, contribuindo assim para a preservação 

de sua energia (RODRIGUES, 1997). 

Entretanto diversos estudos têm sido conduzidos com a água de coco (NUNES 

et al., 2005). Tendo um grande interesse em seu uso como meio diluidor, sendo 

utilizado para a diluição do sêmen de diversas espécies como equinos (SAMPAIO-

NETO et al., 2002), diluição para inseminação artificial em caprinos (SALGUEIRO et 

al., 2002), e em cães para resfriamento (MADEIRA et al., 2004), inseminação artificial 

com sêmen a fresco e refrigerado (UCHOA et al., 2004; UCHOA et al., 2007) e 

congelação do sêmen (CARDOSO et al., 2007)  

Devido à impossibilidade de armazenamento da água de coco e ainda 

objetivando a padronização e comercialização do referido diluidor, mesmo naquelas 

regiões onde o fruto não existe, foi desenvolvida a água de coco na forma de pó 

(ACP). Este diluente tem demonstrado bons resultados na refrigeração do sêmen de 

equinos (SAMPAIO-NETO et al., 2002), diluição para inseminação artificial em 

caprinos (SALGUEIRO et al., 2002), e em cães para resfriamento (MADEIRA et al., 

2004), inseminação artificial com sêmen a fresco e refrigerado (UCHOA et al., 2004; 

UCHOA et al., 2007) e congelação do sêmen (CARDOSO et al., 2007). 

 



Crioprotetores 

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio diluidor para promover a 

desidratação, ou seja, evitar a formação de gelo intracelular na célula espermática 

durante o congelamento e permitir que a célula se rehidrate adequadamente durante o 

descongelamento. As características físico-químicas ideais que um agente crioprotetor 

deve possuir são as seguintes: baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquosa e 

principalmente, baixa toxicidade celular (NASH, 1966). 

Os agentes crioprotetores são classificados em penetrantes e não penetrantes 

(NASH,1966; ROWE, 1966) à membrana citoplasmática. Os crioprotetores não 

penetrantes são representados por macromoléculas com alto peso molecular, tais como 

os açúcares, lipoproteínas da gema do ovo, proteínas do leite e alguns aminoácidos, 

sendo estas substâncias responsáveis por um mecanismo de proteção no meio 

extracelular (AMAN &PICKETT, 1987). 

Os crioprotetores penetrantes exercem seu mecanismo de ação tanto no meio 

extracelular, quanto no meio intracelular e desempenham importante função no 

processo de congelação. Estas substâncias possuem um mecanismo de ação específico 

por suas propriedades coligativas, ou de ligação com a molécula de água que tem suas 

características modificadas. Durante o processo de congelamento o crioprotetor 

permeável limita a formação, retarda a expansão dos cristais de gelo e reduz as 

concentrações de soluto no meio extra e intracelular (NASH, 1966; ROWE, 1966). 

ASHWOOD-SMITH (1987) sumarizou diferentes componentes tais como 

alcoóis: etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol, polietilenoglicol, dimetilsulfóxido e 

também as amidas, dentre elas a dimetilformamida, como substâncias que podem ser 

usadas como agentes crioprotetores para o congelamento de sêmen. 

Entre os crioprotetores penetrantes o glicerol é o mais frequentemente utilizado 

como agente crioprotetor do espermatozóide desde a demonstração da sua eficácia 

(SMITH & POLGE et al., 1950), e têm ação tanto intracelular como extracelular na 

proteção das estruturas celulares. O seu efeito protetor é atribuído a sua propriedade 

coligativa ou de ligação com a água (SALOMON & MAXWELL, 1995). Também 

aumenta o volume de canais de solventes descongelados, dilui as altas concentrações de 



sais (SQUIRES et al., 1999) e diminui a pressão osmótica do meio resfriado 

(SALAMON & MAXWELL, 1995). 

Apesar de o glicerol ser o crioprotetor mais utilizado nos diluidores de 

congelação do sêmen de diversas espécies, alguns autores afirmam que a sua atividade 

crioprotetora sobre o espermatozóide é prejudicada pelo seu efeito negativo sobre a 

viabilidade e fertilidade pós-descongelação (FAHY, 1986). Seus efeitos deletérios aos 

espermatozóides incluem estresse osmótico, mudanças na organização, fluidez e 

permeabilidade da membrana plasmática, assim como desorganização da sua 

composição lipídica (WATSON, 1995). 

Com o declínio constante da temperatura, as células estarão expostas à 

temperatura de congelação (abaixo de 0ºC), e com isto, as células espermáticas serão 

expostas a alterações de osmolaridade do meio que as circunda. A água presente no 

meio extracelular encontra-se sob a forma de solução, com a congelação de parte desta 

água, a saturação de solutos aumenta, tornando hipertônico o meio externo. Neste 

momento, para que um equilíbrio osmótico seja atingido, ocorre um efluxo de água da 

célula a ser congelada para o meio externo. Esta tentativa da célula em equilibrar o meio 

que a circunda pode levá-la a sofrer um efeito deletério devido a grande desidratação e a 

exposição a um meio extremamente saturado. Este efeito é chamado de Efeito de 

Solução e é considerado um dos pontos críticos no processo de congelação das células 

espermáticas (MAZUR et al, 1972; WATSON, 1981; WATSON, 1995; HOLT, 2000). 

 

Outros crioprotetores penetrantes têm sido estudados para congelar o sêmen de 

mamíferos domésticos, como os crioprotetores da função química álcool: 

propilenoglicol, etanol, metanol e alguns da função química amida: acetamida, 

metilacetamida, dimetilacetamida, formamida, metilformamida, dimetilformamida, 

lactamida e butiramida (BITTENCOURT, 2006). 

Alguns crioprotetores penetrantes como a acetamida têm desempenhado efeito 

crioprotetor satisfatório durante a congelação de sêmen de coelho, uma espécie 

considerada de difícil congelabilidade (KASHIWAZAKI et al., 2006). Outros como a 

metilacetamida e a dimetilformamida têm demonstrado excelente efeito protetor aos 



espermatozóides congelados de equinos, sendo alternativas promissoras para a 

congelação de sêmen de garanhões considerados maus congeladores (KEITH, 1998; 

ALVARENGA et al., 2000; ALVARENGA et al., 2002; SNOECK, 2003). 

KEITH et al. (1998) compararam o efeito crioprotetor do glicerol, etilenoglicol, 

acetamida, metilacetamida, formamida, metilformamida e dimetilformamida sobre a 

motilidade espermática de espermatozóides equinos, observaram melhores resultados de 

motilidade progressiva pós-descongelamento no sêmen congelado com o glicerol 

seguido da metilformamida e dimetilformamida. 

Segundo a revisão sobre a utilização das amidas na congelação do sêmen equino 

feita por ALVARENGA et al. (2005), a dimetilformamida é a que tem promovido 

melhores índices de congelabilidade do sêmen dessa espécie, como também, quando 

comparado com o glicerol, tem obtido melhores taxas de fertilidade. 

As amidas podem representar alternativas promissoras também para o 

congelamento de sêmen cães (OLIVEIRA, 2003), Pois apresentam três sítios de ligação 

de hidrogênio com a molécula de água, a metade em comparação ao glicerol. No 

entanto, por possuírem menor viscosidade e solubilidade à água em relação ao glicerol, 

permitem maior permeabilidade da membrana (NASH, 1966) diminuindo a 

possibilidade de danos celulares por estresse osmótico causados pelos crioprotetores 

(BALL & VO, 2001). 

 

Amidas 

As amidas são crioprotetores penetrantes derivados dos ácidos carboxilícos e 

aminas, que apresentam três sítios de ligação de hidrogênio com a molécula de água, a 

metade em comparação ao glicerol. No entanto, por possuírem menor viscosidade, 

baixo peso molecular e solubilidade à água, também são menos tóxicas em relação ao 

glicerol permitindo assim maior permeabilidade da membrana (NASH, 1966) 

diminuindo a possibilidade de danos celulares por estresse osmótico causados pelos 

crioprotetores (BALL & VO, 2001). 



Segundo BIANCHI et al (2008) as amidas são altamente lipofílicas devido a 

incorporação do grupamento metil (CH3) que aumentam a permeabilidade da 

membrana. Além disso, também são de natureza hidrofílicas, permitindo assim uma 

maior interação com a água fazendo com que ocorra uma redução na formação de 

cristais de gelo intracelular. 

Com isso podem representar alternativas promissoras também para o 

congelamento de sêmen em diversas espécies como cães (ZIMMERMAM et al., 2007; 

FUTINO 2008), coelhos (HANADA & NAGASE, 1980; KASHIWAZAKI et al., 

2006), galos (CHALAH et al. 1999; TSELUTIN et al.1999; LUKASZEWICK 2002) 

peixes (JOHNSON & LARSSON, 1985), equinos (ALVARENGA et al., 2005) e suínos 

(BIANCHI et al., 2008) em substituição ao glicerol, com possibilidade de minimizar a 

variabilidade individual de congelabilidade entre ejaculados de um mesmo animal e 

com isso melhorar os resultados de fertilidade após descongelamento. 

Assim como acetamida, metilacetamida e dimetilformamida têm demonstrado 

excelente efeito protetor aos espermatozóides congelados de equinos, sendo alternativas 

promissoras para a congelação de sêmen de garanhões considerados maus congeladores 

(KEITH, 1998; ALVARENGA et al., 2000; ALVARENGA et al., 2002; SNOECK, 

2003). 

MEDEIROS et al. (2002), compararam o efeito crioprotetor da 

dimetilacetamida, metilformamida e dimetilformamida e suas combinações com o 

glicerol, obtendo melhores resultados in vitro com a dimetilformamida isolada. Este fato 

indica que as amidas parecem proteger melhor a célula espermática do garanhão quando 

comparado ao uso glicerol. Também sendo possível utilizar em garanhões que 

apresentam resultados insatisfatórios com uso do glicerol (GOMES et al .2002; 

SQUIRES et al.2004; CARMO et al. 2005). 

Já BIANCHI et al (2008) em estudo realizado com suínos observaram que a 

dimetilacetamida e dimetilformamida podem ser utilizadas em substituição ao glicerol 

nesta espécie, pois obtiveram resultados pós descongelação superiores tanto para 

motilidade como integridade de membrana. 



FUTINO et al (2008), utilizando dimetilformamida a 3% no meio Tris gema 

com sêmen de cão, obteve valores de motilidade progressiva superiores aos descritos 

por Zimmermann et al. (2007), que utilizaram uma concentração de 3,5% também em 

meio Tris gema, entretanto foram inferiores a 7% de dimetilformamida. Já Oliveira 

(2003) utilizando 5% de dimetilformamida obteve motilidade progressiva de 45,5% 

pós-descongelção, vale ressaltar que este autor utilizou o meio lactose-gema.  



3. JUSTIFICATIVA 

Atualmente, presencia-se em todo o mundo um imenso desenvolvimento de 

biotecnologias aplicadas à reprodução dos carnívoros domésticos. Aliado a isso, o 

diluidor ACP-106
 
C apresenta um grande potencial de uso em escala comercial para a 

implantação de bancos de sêmen canino. Entretanto, deve-se sempre buscar aprimorar 

sua utilização. Verifica-se assim, que ainda existem poucos trabalhos acerca da 

utilização da dimetilformamida para congelação de sêmen de cães e nenhum estudo 

utilizando o diluidor ACP-106
 

C, associado a esse crioprotetor. Desta forma, o 

aperfeiçoamento desse protocolo de congelação de sêmen canino poderá ser utilizado 

em escala comercial, uma vez que é crescente o número de criadores comerciais de cães 

interessados no armazenamento e subsequente difusão de material genético de seus 

animais, podendo proporcionar um incremento nos resultados de congelação de sêmen, 

particularmente para aqueles cães cujos ejaculados apresentam maior susceptibilidade 

aos efeitos tóxicos do glicerol. Desse modo, a presente proposta visa preencher a lacuna 

acerca da adição da dimetilformamida, como um crioprotetor alternativo a ser 

adicionado ao diluidor ACP-106
 
C, para a congelação do sêmen de cães. 



4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 A adição do ACP-106
 
C com dimetilformamida ao sêmen canino, em 

diferentes concentrações confere resultados pós-descongelação semelhante ou 

superiores aos do glicerol. 

 

 A adição da dimetilformamida a uma temperatura de 4°C permitirá a 

adequada conservação da célula espermática possibilitando uma melhor atividade 

crioprotetora dessa substância. 



5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da adição da dimetilformamida ao diluente ACP-106
 
C sobre as 

características do sêmen canino congelado. 

 

5.2. Objetivos Específicos 

Avaliar o efeito de diferentes concentrações de dimetilformamida adicionada ao 

ACP-106
 
C sobre o sêmen canino congelado. 

Estudar o efeito da temperatura de adição da dimetilformamida ao diluente ACP-

106
 
C sobre as características do sêmen canino congelado. 

Comparar o crioprotetor dimetilformamida e glicerol adicionadas ao diluente 

ACP-106 C sobre as características do sêmen canino congelado. 



6. CAPÍTULO 1 

Artigo 1: Artigo submetido em 06 de outubro de 2009 ao periódico “Animal 

Reproduction Science”, qualificado como A2 no último QUALIS da Medicina 

Veterinária. 
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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição de diferentes 

concentrações de dimetilformamida sobre as características do sêmen canino diluído em 

água de coco na forma de pó (ACP-106C) e congelado. Dez ejaculados oriundos de 

cinco cães foram coletados por manipulação digital. A fração rica em espermatozóide 

foi avaliada e dividida em quatro alíquotas. Todas as alíquotas foram diluídas em ACP-

106C contendo 10% de gema de ovo, sendo que na primeira alíquota utilizou-se como 

crioprotetor o glicerol 6% (grupo controle-GC), a segunda 2% de dimetilformamida 

(DF2), a terceira 4% de dimetilformamida (DF4) e a quarta 6% de dimetilformamida 

(DF6). Todas as diluições ocorreram a uma temperatura de 27°C. As amostras foram 

submetidas ao processo de congelação, sendo em seguidas acondicionadas em 

nitrogênio líquido. Após uma semana, as amostras de sêmen foram descongeladas a 

uma temperatura de 37° C por 1 minuto, sendo então submetidas às avaliações de 

morfologia, integridade acrossomal, teste hiposmótico, bem como a análise 

computadorizada. Os dados foram submetidos à ANOVA, seguido do teste t de Student 

(P<0,05). Na análise computadorizada, foi evidenciada diferença significativa para a 

motilidade total, sendo o grupo controle 52,3 ± 4,5 superior em relação aos outros 

grupos 20,5 ± 4,5 (DF2), 24,9 ± 4,5
 
(DF4) e 25,5 ± 4,5

 
(DF6) (P<0,05). A população de 

espermatozóides rápidos lentos e estáticos foi significativamente maior no GC 

comparado aos demais grupos (G2, G4 e G6). Diante dos resultados obtidos conclui-se 

que a dimetilformamida nas concentrações testadas no presente trabalho adicionadas ao 

diluidor ACP-106C e 10% de gema, proporciona resultados in vitro considerados 

insatifastórios para a para congelação do sêmen canino, não sendo indicado seu uso. 

Palavras-chave: dimetilformamida, água de coco em pó, cão, congelação, sêmen. 

 



ABSTRACT 

The objective of this study was to assess the effect of adding different 

concentrations of dimethylformamide on the characteristics of dog semen diluted in 

powdered coconut water (ACP-106C) and frozen. Ten ejaculates were collected from 

five dogs by manual stimulation. The spermatozoa rich-fraction of the ejaculates was 

evaluated and divided into four aliquots. All aliquots were diluted in ACP-106C 

containing 10% egg yolk. The cyroprotectants used in each aliquot were as follows: 

glycerol 6% in the first aliquot (control group-CG); 2% dimethylformamide (DF2) in 

the second; 4% dimethylformamide (DF4) in the third; and 6% dimethylformamide 

(DF6) in the fourth. All of the dilutions were made at 27°C. The samples were frozen 

and stored in liquid nitrogen. After one week, the semen samples were thawed at 37° C 

for 1 minute, and their morphology and acrosomal integrity were tested, and the 

samples were then submitted to hypoosmotic swelling test and computer-aided semen 

analysis (CASA). The data were submitted to an ANOVA followed by a Student’s t-test 

(P<0.05). A significant difference in total motility was observed during the computer 

analysis; the mean for the control group (52.3 ± 4.5) was higher than that of the other 

groups (20.5 ± 4.5, DF2; 24.9 ± 4.5, DF4; and 25.5 ± 4.5, DF6; P<0.05). The 

populations of static, slow and rapid moving spermatozoa were significantly greater in 

CG in comparison to the other groups (G2, G4, and G6). These results indicate that, in 

the concentrations tested in this study, dimethylformamide, along with ACP-106C and 

10% egg yolk as a diluent, produces unsatisfactory in vitro results for freezing dog 

semen, and it is not recommended for use as a cryoprotectant. 

Keywords: dimethylformamide; powdered coconut water; dog; freezing; semen; 

cryoprotectant. 



INTRODUCTION 

Many studies are currently being conducted to determine the best conditions for 

freezing dog sperm (Ström et al., 1997; Verstegen et al. 2002; Rijsselaere et al., 2005). 

Freezing allows genetic material to be stored for an undetermined period of time. 

However, to store this genetic material, it is necessary to use a substance to protect the 

sperm from injuries caused by freezing and thawing processes; these substances are 

called cryoprotectants. 

Cryoprotectants are essential for freezing in most biological systems, but some 

cells cannot survive the freezing process even when these substances are used; 

cryoprotectants can have toxic effects that are dependent on their concentration 

(Oliveira et al., 2006). 

The cryoprotectant most commonly used to freeze dog semen is glycerol (Silva 

et al., 2003), and the best results are achieved when it is used in concentrations between 

2 and 8% (Olar et al., 1989; Peña et al. 1998; Rota et al., 1998). However, glycerol can 

have a deleterious effect on sperm fertility. The toxic effects of glycerol on spermatozoa 

have been described by many authors (Fahy, 1986; England, 1993; Medeiros et al., 

2002). Because of these toxic effects, and in order to achieve better results with frozen 

semen, many alternative cryoprotectant substances, such as amides, are being tested 

(Futino et al., 2008). 

Amides belong to the group of penetrating cryoprotectants that act by means of 

their colligative properties, decreasing the intracellular freezing point. Thus, a greater 

amount of water will remain in a liquid state in low temperatures, decreasing the 



intracellular concentration of solutes and creating a less harmful environment for the 

spermatozoa during freezing (Holt, 2000). 

Because of these properties, amides have been used as alternative 

cryoprotectants for semen in several species, including dogs (Zimmermam et al., 2007; 

Futino et al., 2008), rabbits (Hanada & Nagase, 1980; Kashiwazaki et al., 2006), 

chickens (Chalah et al. 1999; Tselutin et al., 1999; Lukaszewick 2002), fish (Johnson & 

Larsson, 1985), horses (Alvarenga et al., 2005), and pigs (Bianchi et al., 2008). 

Thus, the objective of this study was to evaluate the use of different 

concentrations of dimethylformamide diluted in powdered coconut water, ACP trade 

mark-106 C, as an alternative cryoprotectant for freezing dog semen. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Experimental Animals 

We used five adult Boxer dogs between the ages of 18 months and 9 years with 

weights between 30 and 35 kg. All dogs belonged to private breeders. The dogs were 

submitted to a weekly breeding soundness examination. They were fed a commercial 

pelletized feed and had access to water ad libitum. 

Semen collection and evaluation 

We used two ejaculates from each dog, for a total of ten. Ejaculates were 

collected using manual stimulation (Christiansen, 1988) in the morning between 9 and 

11am. The semen was collected into graded glass tubes attached to a funnel. The 



fractions of semen were separated by changes in color. Only the second fraction, which 

was rich in spermatozoa, was used in the analysis. At least 90% of the sperm in the 

samples were mobile, and 85% had a normal morphology. 

After collection, the fresh semen was evaluated macroscopically for color and 

volume and microscopically for concentration, percentage of spermatozoa with linear 

and progressive motility, vigor, morphology, acrosomal integrity and hypoosmotic 

swelling. 

The sperm concentration was determined using a Neubauer chamber and a 10 

µL aliquot of semen diluted in 2 mL of saline solution with 1% formalin (Cardoso et al., 

2003). 

The percentage of spermatozoa with linear and progressive motility, as well as 

the vigor of the spermatozoa (measured on a scale from 0 to 5), was evaluated 

subjectively using a drop from the sample on a slide and cover glass. 

The morphology and acrosomal integrity of spermatozoa were assessed using a 

200 cell count in a wet smear with Rose Bengal stain. The cells were classified 

morphologically as being normal or having primary or secondary alterations and were 

separated according to the location of the alteration (head, intermediate piece and tail). 

Acrosomal integrity was classified as being undamaged or damaged (Silva et al., 2006) 

and was evaluated using an optical microscope and a 1000x magnification. 

A hypoosmotic swelling test was performed to assess the plasmatic membrane of 

the spermatozoa. A 10µL aliquot of semen was incubated at 38°C in 90 µL of a 

hypoosmotic solution (0 mOsm/L) consisting of distilled water. After this 45 minute 

incubation, the semen aliquot was analyzed under the optical microscope (400x), and 



200 cells were counted. The sperm with swollen coiled tails were considered to have a 

functional plasmatic membrane. The percentage of spermatozoa with a functional 

membrane (those that had a positive osmotic response) was determined (Quintela et al., 

2004). 

 

Diluent medium 

A powdered coconut water-based diluent (ACP-106C, ACP 

BIOTECNOLOGIA
®

, Fortaleza-Ceará, Brazil) was used to freeze the semen. The 

diluent was reconstituted in autoclaved distilled water and prepared following the 

manufacturer’s recommendations with a pH of 7.07 and an osmolarity of 440mOsm. 

Egg yolk was added to the diluent at concentrations of 10% of the final volume.  The 

diluent, already containing the egg yolk, was then divided into four aliquots. Different 

concentrations of cryoprotectant were added to the aliquots as follows: 6% glycerol 

(control group - CG), 2% dimethylformamide (DF2), 4% dimethylformamide (DF4), 

and 6% dimethylformamide (DF6). 

Semen processing 

After being diluted at 27 °C, the semen samples from all groups were put into 

glass tubes, which were placed in water in a receptacle and stored in a cold box with 

recyclable ice (15 °C) for 40 minutes. After this period, the tubes containing the semen 

were transferred to a refrigerator for 30 minutes at 4°C. The semen was placed in 

0.25mL straws with a final concentration of 100 x10
6
 and analyzed again. The straws 

were set horizontally on a freezing frame 5 cm above the level of liquid nitrogen for 5 

minutes and were finally plunged into the liquid nitrogen tank (-196 °C). After one 



week, the samples were thawed in a water bath at 37 °C for 1 minute (Silva et al., 2006) 

and evaluated using the same method described for fresh semen before being submitted 

to a computer analysis. 

Computer-Aided Semen Analysis (CASA) 

A computer analysis of sperm motility was performed using a phase contrast 

microscope connected to a video camera adapted to the Sperm Class Analyser® system 

(SCA, Microptic S.L., version 3.2.0). 

The computer-aided semen analysis (CASA) was conducted according to Iguer-

ouada & Verstegen (2001). After thawing, the semen samples (10 μL) were placed in a 

Makler chamber that had been maintained at 37ºC for 1 min. The chamber was then 

analyzed with CASA, where three different microscopic nonconsecutive fields were 

selected randomly by scavenging. 

The settings of the instrument were as follows: frame rate, 25 frames/sec; 

minimum contrast, 75; straightness threshold, 75%; low velocity average pathway 

(VAP) cutoff, 10; and medium VAP cutoff, 55. Three nonconsecutive, randomly 

selected microscopic fields were scanned. The following parameters were analyzed:  

number of cells counted, total motility (%), progressive motility (%), velocity average 

pathway (VAP; mm/sec), straight line velocity (VSL; mm/sec), curvilinear velocity 

(VCL; mm/sec), amplitude of lateral head (ALH; µm), beat cross frequency (BCF; Hz), 

straightness (STR; %), and linearity (LIN; %), as well as spermatozoa subpopulations. 

Statistical analysis 



The data on fresh semen, as well as the total sperm motility and sperm vigor as 

determined by subjective analysis, were expressed as means ± standard deviation. The 

other data were initially submitted to Kolmogorov-Smirnov and Bartlett tests to verify 

the normality and homogeneity of variances, respectively. When the requirements for 

using an analysis of variance (ANOVA) were confirmed, ANOVAs were performed 

using the GLM procedure of the SAS program (1999). The linearity, straightness, 

acrosomal integrity, and morphology variables had a low coefficient of variation, and 

their averages were compared using a Student-Newman-Keuls (SNK) test. In order to 

avoid a type II error due to the high coefficient of variation, a Student’s t-test was used 

to compare the averages in the remaining variables assessed (Steel et al., 1997). Results 

were expressed as the mean ± standard deviation of the mean, and a 5% level of 

significance was used. 

 

RESULTS 

The spermatozoa-rich fraction of the dog ejaculates had an opalescent-white 

color and a milky viscosity. The characteristics of the fresh semen are described in 

Table 1. 

No significant differences were observed in the diluted and chilled semen in any 

of the four groups in terms of the total motility (Table 2) and vigor (Table 3). However, 

after thawing, the total motility in the control group (CG) was higher (P<0.05) than in 

groups DF2, DF4, and DF6. However, there was no significant difference in the 

progressive motility of any of the groups tested (Table 4). 



There were no statistical differences in the tested groups after thawing (Graph 1) 

for the percentage of morphologically normal sperm, or for the acrosomal integrity and 

membrane function of the sperm. 

The results from the computer analysis indicated that the percentage of rapidly 

moving spermatozoa was higher in the control group than in the other groups (P<0.05), 

and the percentage of static spermatozoa was lower than in the other groups (P<0.05). 

The population of average spermatozoa was not different in any of the four groups 

(P>0.05), and the population of slow moving spermatozoa was significantly higher in 

CG when compared to DF6 (P<0.05). The populations of slow spermatozoa in groups 

DF2 and DF4 were not different from that of the other groups (P>0.05; Table 5). 

Table 6 shows the results for the sperm motility patterns, as assessed by the 

computer analysis. There was no significant difference between the control group and 

the experimental groups (P>0.05). 

 

DISCUSSION 

The characteristics of the fresh semen indicated that the semen was within the 

normal range of these parameters for canine species (Johnston et al., 2001) and was of 

excellent quality. This is likely because we used well-bred dogs that were exhibited in 

dog shows and fed good quality food supplemented with essential trace minerals. 

Another factor that may have contributed to the high quality of the semen was the 

environmental temperature during collection, which was approximately 27°C. 

According to Sorribas (1995), the volume of semen can vary with the breed, age, and 



size of the animals and can also be influenced by the climate and frequency of 

collection. 

No significant differences were found in terms of total motility and vigor in the 

diluted and chilled semen from groups containing different concentrations of 

dimethylformamide. However, a reduction in these parameters due to damage may 

occur during chilling as this causes a decrease in spermatozoa metabolism (Futino et al., 

2008). 

After thawing, both treatments were found to be below the acceptable range of 

progressive motility for artificial insemination. According to Concannon and Battista 

(1989), a post-thawing motility above 30% is considered to be acceptable for artificial 

insemination. On the other hand, with these the results, the semen could be used for in 

vitro fertilization since for dogs, a ratio of only two million motile spermatozoa for 30 

homologue oocytes is used for in vitro fertilization (Silva et al., 2006). 

In this study, we observed that the total motility post-thawing was better for 

glycerol than for dimethylformamide. Lopes et al. (2009) had results for total motility 

after thawing of approximately 43.1% for glycerol and 21.5% for dimethylformamide. 

The low percentage of motile spermatozoa after thawing could be a result of the 

negative effect of the interaction between the diluent ACP-106C and the cryoprotectant 

dimethylformamide because we observed clots after dilution that were later confirmed 

in the computer analysis of the semen as being particles that were larger than sperm.  

Although both of the cryoprotectants used in this study can protect spermatozoa 

during freezing, they use different mechanisms of protection (Bianchi et al., 2008). 

Glycerol is an alcohol that has three functional hydroxyl groups that can sometimes 



bind to each other, reducing the probability that these groups will bind to a molecule of 

water. This effect of binding to water is undesirable in the processes of freezing and 

thawing as it increases the formation of intracellular ice crystals (Karow, 2001). 

Amides have a lower molecular weight (73.09) in relation to glycerol (92.05) 

and thus can reduce osmotic stress when compared to glycerol (Dalimata and Graham, 

1997; Ball & Vo, 2001). Furthermore, amides have a low viscosity and a high solubility 

in water (Hanada and Nagase, 1980; Oliveira et al., 2006; Alvarenga et al., 2005) and 

are formed by functional groups that contain nitrogen, which favors interactions with 

water. Amides are also hydrophilic in nature, which allows for a greater interaction with 

water and reduces the formation of ice crystals inside the cell (Bianchi et al., 2008). 

However, even when using different concentrations of dimethylformamide, we noted 

that there was no influence of dimethylformamide in relation to glycerol; that is, it could 

penetrate the spermatozoa membrane more easily, thus reducing its toxic effects 

(Squires et al., 2004). 

The results of the sperm morphology, acrosomal integrity, and hypoosmotic 

swelling tests are in accordance with the results found by Silva et al. (2005). The 

thawing process used in the study allowed an adequate preservation of sperm 

morphology. In terms of membrane function, the literature indicates that morphology is 

preserved in 34 to 58.8% of sperm (Oliveira et al. 2006; Futino et al., 2008; Lopes et 

al., 2009), which are lower than the values found in this study (70%). These values were 

higher than the post-thawing motility results. Most spermatozoa in diluent ACP-106C 

may have been able to retain a functional membrane after the freezing-thawing process. 

It is important to stress that this study was the first to test different 

concentrations of dimethylformamide in dog semen using ACP-106C as a diluent 



medium. In previous studies using dog semen, concentrations ranging from 3 to 14% 

dimethylformamide were used with Tris-yolk, Tris-citrate or lactose diluents (Oliveira 

et al., 2006; Futino et al., 2008; Zimmermann et al., 2007; Lopes et al., 2009). 

Sperm subpopulations showed a large percentage of static spermatozoa, which 

corresponds with the low sperm motility observed in the groups containing 

dimethylformamide; the interaction between the cryoprotectant and the diluent ACP-

106C may also have influenced these results. This interaction may not have been 

observed due to the difficulty of visualizing and classifying the sperm during the 

computer analysis of semen. Additionally, the results of the motility patterns verified by 

CASA were similar to those described by Lopes et al. (2009) and were lower than those 

described by Cardoso et al. (2007). The latter used diluent ACP-106C, similar to that 

used in this study. According to Schäfer-Somi et al. (2006), semen diluents can 

influence the linearity of sperm, while straightness is associated with fertility (Holt et 

al., 1997; Slott et al., 1997). However, the threshold at which this parameter could 

influence fertility of dog sperm is still unknown. 

 

CONCLUSION 

When used in the concentrations tested in this study, dimethylformamide added 

to the diluent ACP-106C and 10% egg yolk provides in vitro results that are considered 

unsatisfactory for freezing dog semen, and the use of this cryoprotectant is not 

recommended. 
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Table 1: Characteristics (mean ± SEM) of the sperm fraction in fresh dog semen (n=10 

ejaculates). 

Characteristics Média ± SEM 

Volume (mL) 0.93 ± 0.29 

Concentration (number of spermatozoa x 10
6
/mL) 1.581 ± 551.57 

Motility (%) 100.0 ± 0.0 

Vigor (0 – 5) 5.0 ± 0.0 

Normal spermatozoa (%) 88.11 ± 4.72 

Acrossomal integrity (%) 96.25 ± 2.62 

Functional membrane (%) 96 ± 2.66 

 

Table 2: Mean ± SEM of total motility verified by a subjective analysis of diluted and 

chilled dog semen submitted to different concentrations of dimethylformamide. CG: 

control group, DF2: 2% dimethylformamide, DF4: 4% dimethylformamide, and DF6: 

6% dimethylformamide. (P>0.05). 



Motilidade total (%) CG DF2 DF4 DF6 

Diluted 96.5 ± 4.11 94.75 ± 3.94 97.5 ± 2.63 95 ± 4.08 

Chilled 92.5 ± 4.85 94 ± 3.94 96 ± 3.16 92.5 ± 5.89 

 

Table 3: Mean ± SEM of sperm vigor verified by subjective analysis of diluted and 

chilled dog semen submitted to different concentrations of dimethylformamide. CG: 

control group, DF2: 2% dimethylformamide, DF4: 4% dimethylformamide, and DF6: 

6% dimethylformamide. (P>0.05). 

Vigor (0-5) CG DF2 DF4 DF6 

Diluted 4.8 ± 0.42
 

4.8 ± 0.42 4.9 ± 0.31 4.7 ± 0.48 

Chilled 4.4 ± 0.51 4.6 ± 0.51 4.8 ± 0.42 4.3 ± 0.67 

 

Table 4: Mean ± SEM of post-thawing total and progressive motility of sperm verified 

by computer analysis of dog semen submitted to different concentrations of 

dimethylformamide. CG: control group, DF2: 2% dimethylformamide, DF4: 4% 

dimethylformamide, and DF6: 6% dimethylformamide. 

Motilidade CG DF2 

 

DF4 DF6 

Total motility (%) 52.3 ± 9.81 
a
 20.5 ± 4.3 

b
 24.9 ± 6.25

 b
 25.5 ± 6.63

 b
 

Progressive motility (%) 7.68 ± 2.59 
a 

3.98 ± 1.15 
a
 3.26 ± 1.29 

a 
3.44 ± 1.23 

a 

a,b
 Within a row, means without a common superscript differed (P<0.05). 

 



 

Graph 1: Average sperm morphology, hypoosmotic swelling test, and acrosomal 

integrity verified by subjective analysis of frozen dog semen submitted to different 

concentrations of dimethylformamide. CG: control group, DF2: 2% 

dimethylformamide, DF4: 4% dimethylformamide, and DF6: 6% dimethylformamide. 

(P>0.05). 

Table 5: Mean ± SEM of subpopulations of sperm verified by computer analysis of 

frozen dog semen submitted to different concentrations of dimethylformamide. CG: 

control group, DF2: 2% dimethylformamide, DF4: 4% dimethylformamide, and DF6: 

6% dimethylformamide. 

Subpopulations of sperm 

(%) 

CG G2 G4 G6 

Fast spermatozoa 2.35 ± 0.74 
a
 1.29 ± 0.60

 b
 0.71 ± 0.30

 b
 0.70 ± 0.55

 b
 

Average spermatozoa 7.87 ± 1.25 
a 

3.68 ± 0.93 
a 

11.06 ± 7.49 
a 

3.6 ± 1.30 
a 

Slow spermatozoa 35.3 ± 5.29
 a
 15.33 ± 3.01

ab
 20.45 ± 5.03

ab
 21.08 ± 4.98

 b
 

Static spermatozoa 47.6 ± 9.82
 b
 79.7 ± 4.28

 a
 72.6 ± 5.9

 a
 74.6 ± 6.65

 a
 

a,b
 Within a row, means without a common superscript differed (P<0.05). 

 

 
 

 



Table 6: Mean ± SEM motility end points, measured by CASA of frozen/ thawed 

canine semen submitted to different concentrations of dimethylformamide. CG: control 

group, DF2: 2% dimethylformamide, DF4: 4% dimethylformamide, and DF6: 6% 

dimethylformamide. (P>0.05). 

Parameters CG G2 G4 G6 

VCL (μm/sec) 31.3 ± 5.97
 

32.5 ± 4.28
 

33.8 ± 5.60
 

36.8 ± 3.77
 

VSL (μm/sec) 16.3 ± 3.02
 

17.2 ± 3.58
 

16.9 ± 2.8
 

17.3 ± 1.64
 

VAP (μm/sec) 21.4 ± 4.06
 

21.8 ± 4.10
 

22.7 ± 3.66
 

24.1 ± 2.27
 

LIN (%) 53.0 ± 2.29
 

51.7 ± 1.63
 

50.6 ± 1.78
 

47.7 ± 1.42
 

STR (%) 77.0 ± 1.53
 

77.4 ± 1.91
 

74.3 ± 1.69
 

71.8 ± 1.0
 

ALH (μm) 2.1 ± 0.35
 

2.0 ± 0.5
 

2.7 ± 0.54
 

2.9 ± 0.54
 

BCF (Hz) 6.3 ± 0.99
 

5.3 ± 1.25
 

7.7 ± 1.51
 

6.7 ± 1.27
 

VCL, curvilinear velocity; VSL, velocity straight line; VAP, velocity average pathway; 

ALH, amplitude lateral head; BCF, beat cross frequency; STR, straightness; LIN, 

linearity. 
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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi comparar o efeito da temperatura de adição 

da dimetilformamida (27 e 4°C) sobre o sêmen canino diluído em ACP-106
 
C e 

congelado. Dez ejaculados provenientes de cinco cães foram coletados por manipulação 

digital. A fração espermática foi avaliada e dividida em três alíquotas. A primeira 

alíquota foi diluída em ACP-106
 
C com 10% de gema de ovo e glicerol a 27°C (G27), a 

segunda diluída em ACP-106
 
C com 10% de gema de ovo e dimetilformamida a 27°C 

(DF27) e a terceira diluída em ACP-106
 

C com 10% de gema de ovo e 

dimetilformamida a 4°C (DF4). As amostras foram congeladas e estocadas em 

nitrogênio líquido. Aproximadamente após uma semana, as amostras foram 

descongeladas e submetidas às avaliações de morfologia, integridade acrossomal, teste 

hiposmótico e percentual de vivos, bem como análise computadorizada. Nenhuma 

diferença foi observada entre as temperaturas de adição da dimetilformamida com 

relação aos parâmetros seminais avaliados. Na análise computadorizada, foi evidenciada 

uma superioridade do grupo controle (G27) para os parâmetros motilidade progressiva 

(16,49  12,22 %), VAP (39,81  13,76 μm/sec), VCL (49,61  21,47 μm/séc), VSL 

(32,52 13,10 μm/séc), LIN (59,87  11,13 %), STR (79,85 8,36 %) e ALH (2,92  

0,44 μm), em relação aos grupos contendo dimetilformamida. Também foi verificado 

um elevado número de espermatozóides com movimento rápido no grupo controle pós-

descongelação. Conclui-se que não há influência da temperatura de adição da 

dimetilformamida com a utilização do diluidor ACP-106
 
C, na qualidade do sêmen 

canino. 

Palavras-chaves: dimetilformamida, água de coco em pó, cão, congelação, sêmen, 

temperatura de adição. 



ABSTRACT 

The objective of the present work was to compare the effect of the temperature 

of addition of the dimethylformamide (27 and 4°C) on the canine semen diluted in 

ACP-106 C and frozen. Ten ejaculated coming of five dogs they were collected by 

digital manipulation. The fraction of sperm was evaluated and divided in three aliquots. 

The first aliquot was diluted in ACP-106 C with 10% of egg yolk and glicerol to 27°C 

(G27), the second diluted in ACP-106 C with 10% of egg yolk and dimethylformamide 

to 27°C (DF27) and the third diluted in ACP-106 C with 10% of egg yolk and 

dimethylformamide to 4°C (DF4). The samples were frozen and stored in liquid 

nitrogen. Approximately after one week, the samples were thawed and submitted to the 

morphology evaluations, integrity acrossomal, hypoosmotic swelling test and percentile 

of live, as well as computerized analysis. No difference was observed among the 

temperatures of addition of the dimethylformamide with relationship to the appraised 

seminal parameters evaluated. In the computerized analysis, a superiority of the group 

was evidenced it controls (G27) for the parameters progressive mobility (16,49  12,22 

%), VAP (39,81  13,76 μm /sec), VCL (49,61 21,47 μm /séc), VSL (32,52 13,10 μm 

/séc), LIN (59,87  11,13 %), STR (79,85  8,36 %) and ALH (2,92  0,44 μm), in 

relation to the groups containing dimethylformamide. A high number of sperm with 

rapid movement in the control group post-thaw. It was concluded that there is no 

influence of the temperature of addition of dimethylformamide with the use of ACP-106 

C extender on the quality of canine semen. 

Key Words: dimethylformamide; powdered coconut water; dog; freezing; semen; 

cryoprotectant. 



INTRODUÇÃO 

Os crioprotetores são de fundamental importância para o meio diluidor, na 

congelação do sêmen, entretanto, não permitem a sobrevivência total das células, o que 

pode ser explicado por apresentarem efeitos tóxicos que dependem principalmente da 

concentração do crioprotetor utilizado e do período de exposição ao mesmo (Oliveira et 

al., 2006). 

O crioprotetor mais utilizado na congelação de sêmen de cão é o glicerol (Silva 

et al., 2006). No entanto, observa-se uma evolução na utilização de crioprotetores 

alternativos como o etileno glicol que é um álcool (MARTINS BESSA et al., 2006) e a 

dimetilformamida que é uma amida (FUTINO et al., 2008; LOPES et al., 2009).  

As amidas são crioprotetores penetrantes derivados dos ácidos carboxilícos e 

aminas, que apresentam três sítios de ligação de hidrogênio com a molécula de água, a 

metade em comparação ao glicerol (BIANCHI et al., 2008). No entanto, por possuírem 

menor viscosidade, baixo peso molecular e solubilidade à água, penetram melhor 

através da membrana plasmática celular e também são menos tóxicas do que o glicerol 

(NASH, 1966), diminuindo a possibilidade de danos celulares por estresse osmótico 

causados pelos crioprotetores (BALL & VO, 2001). 

Utilizando diferentes meios diluidores e diferentes concentrações de 

dimetilformamida para o sêmen canino, (OLIVEIRA, 2003; ACIPRESTE, 2006; 

ZIMMERMANN et al., 2007; FUTINO et al., 2008), testaram a utilização da mesma 

em temperatura ambiente, diferentemente de LOPES et al. (2009) que fizeram a adição 

de dimetilformamida a 4°C. Para o sêmen canino, alguns autores realizam a adição do 

crioprotetor em temperaturas como a 32°C (YILDTZ et al., 2000), 35°C (NÖTHLING 

& SHUTTLEWORTH, 2005), temperatura ambiente (ROTA et al., 1996) e ainda a 4°C 

(CARDOSO et al., 2005). 

As amidas vêm sendo estudada em várias espécies como equinos 

(ALVARENGA et al., 2005), suínos (BIANCHI et al., 2008) e cães (FUTINO et al., 

2008; LOPES et al., 2009), no entanto a temperatura de adição da dimetilformamida 

ainda não foi testada. 



Visto o grande número de trabalhos utilizando a dimetilformamida, sem 

interferência na qualidade espermática e, a carência de estudos sobre a temperatura de 

adição da mesma ao diluidor ACP-106C para a congelação de sêmen canino, o trabalho 

teve como objetivo comparar o efeito da adição da dimetilformamida a 27 e 4°C sobre a 

qualidade do sêmen canino diluído em ACP-106C
 
e congelado. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais experimentais 

Foram selecionados cinco cães, oriundos de canis particulares, sendo dois da 

raça Boxer, dois Rodhesians Ridgeback e um Beagle, com idade entre 11 meses e cinco 

anos. Foi utilizado um total de 10 ejaculados, sendo dois de cada cão. Os animais foram 

mantidos em canis individuais com livre acesso à água e alimentados uma vez ao dia 

com ração comercial. 

 

Coleta e avaliação de sêmen 

A coleta de sêmen foi realizada através da técnica de manipulação digital 

(CHRISTIANSEN, 1988). A fração rica em espermatozóides foi destinada a avaliações 

e posterior congelação. No sêmen a fresco, foram observados os parâmetros 

macroscópicos de cor e volume. Os parâmetros microscópicos de motilidade (percentual 

de espermatozóides com motilidade progressiva e retilínea) e vigor espermático, 

mensurado em uma escala de 0 (ausência de movimento) a 5 (movimento vigoroso, 

retilíneo e progressivo; CBRA, 1998) foram avaliados com auxílio de microscópio 

óptico (100x). 

A morfologia espermática e a integridade acrossomal foram avaliadas através da 

contagem de 200 células em esfregaço úmido corado com rosa de bengala, sendo as 

células classificadas como normal ou anormal para a morfologia e o acrossoma 

classificado como intacto ou danificado. Também se avaliou o percentual de 



espermatozóides vivos através do corante azul de bromofenol, em que foram contadas 

100 células com auxílio de microscópio de luz com aumento de 400x, sendo 

classificados como vivos os espermatozóides que não estavam corados (DERIVAUX, 

1980). Estas avaliações foram realizadas em microscopia de luz, em aumento de 1000x. 

A concentração espermática foi mensurada por meio de contagem em câmara de 

Neubauer (CARDOSO et al., 2003). 

Para verificar a funcionalidade de membrana, foi realizado o teste hiposmótico 

(HOST) em que 0,01 mL de sêmen foi diluído em 0,09 mL de água destilada (solução 

hiposmótica) e mantido em banho-maria a 38ºC por 45 minutos. Após este período, uma 

alíquota espermática foi colocada em uma lâmina de vidro, coberta com lamínula, sendo 

contadas 200 células com auxílio de microscópio ótico com aumento de 400x. A 

membrana espermática foi considerada funcional quando os espermatozóides 

apresentavam sua cauda enrolada (SPITTALER & TYLER, 1985). 

Somente amostras apresentando motilidade ≥ 85%, vigor ≥ 4 e alterações 

morfológicas totais espermáticas ≤ 15%, foram utilizadas para o experimento. 

 

Processamento do sêmen 

A água de coco na forma de pó (ACP-106
 
C, ACP BIOTECNOLOGIA

®
, 

Fortaleza-Ceará, Brasil), foi reconstituída em água destilada autoclavada que foi 

preparada segundo recomendações do fabricante, apresentando um pH de 7,07 e 

osmolaridade de 440mOsm ao final da reconstituição. Ao diluidor foi acrescido gema 

de ovo, a fim de atingir-se uma concentração final de 10% de gema. Após a avaliação 

inicial do sêmen, este foi dividido em três alíquotas, e destinado a três grupos 

experimentais: grupo glicerol controle 27 (G27), grupo dimetilformamida 27 (DF27) e 

grupo dimetilformamida 4 (DF4). 

No G27, a alíquota de sêmen foi diluída com ACP-106
 
C, gema de ovo e 

glicerol, de forma única à temperatura de 27°C. No DF27, a alíquota foi diluída com 

ACP-106
 
C, gema de ovo e dimetilformamida de forma única à temperatura de 27°C. 

Para o DF4, o diluidor já com a gema de ovo foi dividido em duas partes (A e B). A 



parte “A” composta por ACP-106 + gema de ovo e a Parte “B”, similar à anterior, 

entretanto acrescida de dimetilformamida em uma concentração final de 12% foi então 

diluído com ½ parte do diluidor A, necessário para atingir uma concentração final de 

100 x 10
6
 espermatozóides/mL, designado como (DF4). Após esta primeira diluição, 

ambos os grupos armazenados em tubos de vidro foram colocados em um recipiente 

com água e acondicionados em caixa térmica com gelo reciclável (15C) por 40 

minutos. Em seguida, os grupos foram transferidos para um refrigerador até atingir 4°C 

(30 minutos). 

A segunda diluição foi realizada somente no DF4, diluindo-o de forma única 

com a outra ½ parte do diluidor B, sendo a dimetilformamida adicionada a esta amostra 

à temperatura de 4°C. Após 15 minutos desta segunda diluição, o sêmen foi avaliado e 

envasado em palhetas de 0,25 mL, sendo dispostas horizontalmente em rampa de 

congelação a uma altura de 5 cm do nível de nitrogênio líquido por cinco minutos e, 

finalmente, armazenadas em nitrogênio líquido. 

Após cerca de uma semana, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 

uma temperatura de 37 °C por 1 minuto (SILVA et al., 2006) e avaliadas conforme 

descrito para o sêmen fresco, bem como por meio da análise computadorizada. 

 

Avaliação computadorizada do sêmen (CASA) 

Foi realizada análise computadorizada da motilidade espermática, com auxílio 

de um microscópio de contraste de fases acoplado a uma vídeo-câmera adaptada ao 

sistema Sperm Class Analyser® (SCA, Microptic S.L., versão 3.2.0). 

A avaliação computadorizada do sêmen (CASA) canino foi conduzida de acordo 

com IGUER-OUADA & VERSTEGEN (2001). Após a descongelação, as amostras de 

sêmen (10 μL) eram colocadas em uma câmara de Makler, a qual foi mantida por 1 min 

a 37ºC. Em seguida, a câmara foi analisada por meio da CASA, onde três diferentes 

campos microcópicos, não consecutivos, foram selecionados aleatoriamente por 

varredura. As configurações do CASA foram: número de imagens adquiridas, 25 por 

segundo, contraste mínimo da célula 75; índice de progressão, 75%; velocidade mínima 

(VAP), 10, e velocidade média (VAP), 55. Os dados foram computadorizados e 



determinados por média e erro médio padrão. Os parâmetros mensurados para cada 

amostra foram: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade média 

da trajetória (VAP), velocidade curvilinear (VCL), velocidade progressiva (VSL), 

amplitude lateral da cabeça (ALH), frequência de batimento cruzado (BCF), 

retilinearidade (STR) e linearidade (LIN), e determinação de subpopulações 

espermáticas (IGUER OUADA & VERSTEGEN, 2001). 

 

Microscopia de fluorescência 

Para a microscópia de fluorescência, foram associados os marcadores Iodeto de 

Propídeo (PI), Pisum Sativum (FITC-PSA) e Rodamina 123, protocolo adaptado de 

CELEGHINI (2005). Foi descongelada uma palheta para cada grupo experimental a 38° 

C/min. 150 µL de sêmen foram adicionados a 750 µL de tampão fosfato salina (PBS) 

(25 X 10
6 

sptz/mL) em um microtubo. Em seguida, adicionaram-se 6 µL de PI, 2 µL de 

R123 e 50 µL FITC-PSA. Posteriormente, foram homogeneizados e incubados por 30 

minutos a 37° C. Após a incubação, o microtubo foi centrifugado 800g x 10 minutos, 

logo após foi retirado o sobrenadante e o sedimento resuspendido em PBS. Finalmente 

foi confeccionada uma lâmina, sendo então contadas 200 células no microscópio de 

fluorescência. 

Os espermatozóides receberam a seguinte classificação: Lesão na membrana 

plasmática, acrossoma danificado e com atividade mitocondrial (PI
+
, FITC-PSA

+
, R

+
), 

lesão na membrana plasmática, acrossoma íntegro e com atividade mitocondrial (PI
+
, 

FITC-PSA
-
, R

+
), membrana plasmática sem lesão, acrossoma integro e com atividade 

mitocondrial. (PI
-
, FITC-PSA

-
, R

+
). 

Os espermatozóides receberam a seguinte classificação: (PI
+
): Lesão na 

membrana plasmática marcado com a cor vermelha, (PI
-
): Sem lesão na membrana 

plasmática sem marcação/incolor, (FITC-PSA
+
): Acrossoma danificado marcado 

com a cor verde, (FITC-PSA
-
): Acrossoma íntegro sem marcação/incolor, (R

+
): Peça 

intermediária com atividade mitocondrial marcado com a cor verde, (R
-
): Peça 

intermediária sem atividade mitocondrial sem marcação/incolor. 

 



Análise estatística 

 Os dados do sêmen a fresco, bem como da motilidade total e do vigor 

espermático verificados por análise subjetiva e dos parâmetros avaliados pelo CASA 

foram expressos sob a forma de média ± erro padrão. Diferentes procedimentos 

estatísticos foram empregados nas análises: nas variáveis em que houve homogeneidade 

de variâncias, foi feita ANOVA, seguida do teste t de Student (para CV>15%) ou do 

teste de Student-Newman-Keuls (SNK, para CV<15%). Nos casos em que não ocorreu 

homocedasticidade, foi aplicado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

 

RESULTADOS 

A fração espermática do sêmen a fresco apresentou características dentro dos 

padrões normais para a espécie canina (CBRA, 1998), com uma coloração branca 

opalescente. As características do sêmen a fresco estão descritas na tabela 1. 

Após a descongelação, não foi verificada diferença significativa (P>0,05) da 

motilidade total entre os 3 grupos: 53,52  26,44% (G27), 35,23  27,19% (DF27) e 

43,19  28,57% (DF4). Já com relação à motilidade progressiva, o G27 (16,49  

12,22%) foi superior aos grupos DF27 (3,27  2,24%) e DF 4 (4,63  3,30%). 

 Com relação aos padrões de morfologia espermática, integridade de acrossoma, 

funcionalidade de membrana e percentual de espermatozóides vivos pós-descongelação, 

não houve diferença estatística em relação aos grupos testados (Figura 1). 

Na avaliação computadorizada do sêmen imediatamente após a descongelação, 

foi observada que a VCL do G27 foi significativamente superior a do DF27 (p<0,05), 

enquanto que a do DF4 não diferiu de ambos os grupos. Com relação à VSL, VAP, 

LIN, STR e ALH, o G27 sempre mostrou-se melhor do que os demais grupos (p>0,05), 

enquanto que DF27 e DF4 não diferiram entre si (p>0,05). Não houve diferença entre os 

três grupos com relação ao BCF (p>0,05) (tabela 2). 

Com relação às subpopulações espermáticas, observou-se uma superioridade do 

G27 entre o percentual de espermatozóides com movimento rápido em relação aos 



demais grupos (P<0,05). Já com relação à população de espermatozóides com 

movimento médio, o DF27 foi inferior ao G27 (p<0,05), ao passo que o DF4 não diferiu 

de nenhum dos outros dois (p>0,05). O percentual de espermatozóides lentos e estáticos 

não diferiu entre os três grupos (p>0,05) (tabela 3). 

Os resultados de microscopia de fluorescência estão descritos na tabela 4, em 

que se observam as populações de células marcadas com o PI, FITC-PSA e R123. Pode-

se verificar que não houve diferença significativa das três populações de 

espermatozóides entre os três grupos (P>0,05). Já com relação à população de 

espermatozóides dentro de cada grupo, verifica-se que nos grupos G27 e DF27 a 

população (PI
+
 FITC-PSA

+
 R

+
) foi significativamente superior as populações (P<0,05) 

(PI
+
 FITC-PSA

-
 R

+
) e (PI

-
 FITC-PSA

-
 R

+
), sendo que estas duas não diferiram entre si 

em ambos os grupos (P>0,05). No grupo DF4, a população (PI
+
 FITC-PSA

+
 R

+
) foi 

significativamente superior à população (PI
-
 FITC-PSA

-
 R

+
) (P<0,05), no entanto não 

houve diferença significativa entre as populações (PI
+
+ FITC-PSA

+
 R

+
) e (PI

+
 FITC-

PSA
-
 R

+
) e entre as populações (PI

+
 FITC-PSA

-
 R

+
) e (PI

-
 FITC-PSA

-
 R

+
) (P>0,05). 

 

Com relação aos resultados das populações de células espermáticas dentro cada 

grupo observa-se que não houve diferença significativa em nenhum dos grupos 

avaliados (P>0,05). No presente trabalho percebeu-se que todas as células espermáticas 

apresentaram atividade mitocondrial, sendo marcadas com a R123, não sendo 

encontradas populações de células sem atividade mitocondrial. 

 

DISCUSSÃO 

Após a descongelação, não foi evidenciada diferença estatística para o parâmetro 

de motilidade total nos grupos testados. No entanto, na motilidade progressiva pós-

descongelação o G27 apresentou melhor resultados em relação aos dois grupos com 

dimetilformamida. A interação entre o crioprotetor dimetilformamida, adicionado ao 

diluidor ACP-106C pode ter influenciado esses resultados haja vista uma dificuldade na 

visualização e classificação no momento da análise computadorizada do sêmen. A 

motilidade progressiva da dimetilformamida, no presente trabalho foi inferior às 



encontrados por Oliveira et al., (2006), Zimmermann et al. (2007), Futino et al. (2008). 

Vale ressaltar que todos esses trabalhos avaliaram a motilidade progressiva de forma 

subjetiva, o que poderia causar um erro na superestimação dos resultados de motilidade 

progressiva. 

A forma de adição de dimetilformamida não influenciou a motilidade 

progressiva, sendo essa inferior em relação ao glicerol. Em outras espécies como 

equinos (Alvarenga et al., 2005), coelhos (Okuda et al., 2007) e suínos (Bianchi et al., 

2008), a dimetilformamida tem sido utilizada como uma alternativa para animais que 

apresentam sêmen de baixa congelabilidade com o glicerol (LOPES et al., 2009).  

 Os resultados de morfologia espermática e integridade de acrossoma estão de 

acordo com os resultados obtidos por Lopes et al. (2009). Esses autores não 

encontraram diferença na morfologia espermática, bem como na integridade acrossomal 

entre as temperaturas de adição da dimetilformamida em ambos os tempos de 

incubação. 

Durante o processo de resfriamento, congelação e descongelação, ocorrem 

alterações químicas e físicas na membrana celular, que levam à ruptura e remoção de 

importantes proteínas de membrana, alterações na estrutura da bi-camada lipídica e 

lipoproteica da membrana plasmática, redução da fluidez, aumento da permeabilidade, 

danos no acrossoma, desidratação, liberação de enzimas e fosfolipídios, redução da 

atividade metabólica, diminuição do consumo de ATP, que podem comprometer de 

forma parcial ou total a fertilidade (FARSTAD, 1996; HOLT, 2000) e, ainda, reduzir a 

longevidade espermática e acelerar a capacitação (WATSON, 1995). 

No presente trabalho, pôde-se notar que a integridade de membrana não foi 

afetada entre os grupos testados, não diferindo entre eles após a descongelação (P > 

0,05). Os valores obtidos neste trabalho são inferiores aos de LOPES et al. (2009) e 

ROTA et al. (2006). Esta redução no percentual de espermatozóides com membrana 

funcional provavelmente se deve às grandes alterações e danos ocorridos nas 

membranas espermáticas durante o processo de congelação e descongelação conforme 

relatados por WATSON (1995). 



 No presente trabalho, após a descongelação observa-se que não houve diferença 

entre os grupos testados, sendo observado respectivamente em G27, DF27 e DF4, 39,90 

± 17,93%, 42,20 ± 18,94% e 41,30  19,80% de espermatozóides vivos respectivamente 

(P > 0,05). Esses valores encontram-se próximos aos descritos por Lopes et al. (2009) 

(48,3%).  

 Os resultados do teste de funcionalidade de membrana foram superiores aos 

descritos por Futino et al. (2008) e inferiores aos de Lopes et al. (2009), ambos os 

autores utilizaram como diluente o Tris. Oliveira et al. (2006) verificaram que alguns 

diluentes têm menor capacidade de proteger a membrana espermática canina. Por outro 

lado, Santos (2006) relata que a queda na porcentagem de células espermáticas que 

reagem ao teste de funcionalidade de membrana após a congelação e descongelação 

independem do crioprotetor utilizado. 

A temperatura de adição da dimetilformamida ainda não tinha sido estudada. A 

maioria dos trabalhos utilizam a adição desse crioprotetor à temperatura ambiente, 

(Acipreste, 2006; Oliveira et al., 2006; Zimmermann et al., 2007; Futino et al., 2008). 

Exceto Lopes et al., (2009) que fizeram a adição da dimetilformamida a 4°C. A forma 

de adição gera controvérsias em outros crioprotetores, 32°C (YILDTZ et al., 2000), 

35°C (NÖTHLING & SHUTTLEWORTH, 2005), temperatura ambiente (ROTA et al., 

1996) e ainda a 4°C (CARDOSO et al., 2005), mas com a dimetilformamida ainda não 

se podia saber qual o melhor momento para realizar a adição da mesma. 

A viscosidade e a composição iônica dos meios diluentes, bem como as taxas de 

diluição e a temperatura podem influenciar a motilidade espermática (IGUER-OUADA 

& VERSTEGEN, 2001). Com isso acredita-se que a dimetilformamida por ter um 

menor peso molecular (73,09), em relação ao glicerol (92,05), menor viscosidade, maior 

capacidade para permeabilidade de membrana, reduz assim os danos causados durante o 

estresse osmótico (Dalimata e Graham, 1997; BALL & VO, 2001). 

Foi observado que a temperatura de adição da dimetilformamida (27 ou 4°C) 

afetou quase todos os parâmetros avaliados pós-descongelação, sendo sempre inferior 

ao glicerol. Apesar destes vários trabalhos, utilizando esse crioprotetor, ainda não se 

sabe qual o efeito da temperatura de adição do mesmo sobre o sêmen canino, utilizando 

um diluidor à base de água de coco na forma de pó (ACP-106
 
C). 



Com relação aos dados da análise computadorizada, Rijsselaere et al (2003) 

avaliando o emprego da análise computadorizada para sêmen de cães afirmaram que 

sem a atenção aos ajustes técnicos, sobretudo da padronização e do processamento do 

sêmen, os sistemas da CASA podem fornecer dados enganadores ou errôneos. 

Entretanto, uma vez que o sistema é padronizado para espécie, podem oferecer uma 

análise rápida e objetiva de um grande número de espermatozóides, e podem gerar uma 

caracterização muito detalhada da dinâmica espermática. Além disso, este dispositivo 

melhora significativamente a exatidão e a precisão de métodos subjetivos existentes da 

análise do sêmen do cão e faz a comparação entre laboratórios possível. 

Ainda são restritas as informações a respeito das relações existentes entre os 

resultados da análise computadorizada e o índice de fertilidade do sêmen analisado. 

Embora, um avanço substancial tenha ocorrido nas análises de sêmen de cão, 

surpreendentemente, poucos parâmetros foram correlacionados com a fertilidade in vivo 

(RIJSSELAERE et al., 2005). 

Muitos estudos demonstraram uma alta correlação entre a motilidade total, 

motilidade progressiva analisados pelo sistema CASA e a avaliação convencional da 

motilidade, analisada pela microscopia de luz (GUNZEL-APEL et al., 1993; IGUER-

OUADA & VERSTEGEN, 2001; RIJSSELAERE et al., 2003). 

Sabe-se, ainda, que não foi estabelecida uma relação entre longevidade 

espermática e o potencial fecundante do sêmen para a espécie canina e que a VAP 

avaliada através da CASA apresenta relação significativa com as interações in vitro 

entre espermatozóides caninos congelados descongelados e oócitos homólogos (SILVA, 

2005). 

De acordo com ARRUDA (2000), para os parâmetros motilidade progressiva, 

VAP, VSL, VCL, BCF, STR e LIN, quanto maior for o valor obtido, melhor deverá ser 

a qualidade espermática, e, opostamente, para o parâmetro ALH, quanto maior o valor, 

pior a qualidade espermática. 

AUGER et al. (1989) relataram grande amplitude de variação no ALH, 

parâmetro este citado na literatura humana como indicador do movimento de 

hiperativação característico da capacitação espermática. Assim, com a evolução na 



análise da cinética espermática pelo sistema CASA, tornou-se possível evidenciar 

parâmetros que poderiam indicar a hiperativação espermática (SOUSA, 2007). 

A velocidade média do percurso dos espermatozóides (VAP) neste trabalho 

encontra-se semelhante à velocidade encontrada por LOPES et al. (2009) e inferior a 

SILVA et al. (2006), já com relação ao ALH, o presente trabalho apresentou resultados, 

inferiores aos descritos por LOPES et al. (2009).   

SILVA (2005) verificou uma relação significativa entre padrões de motilidade 

avaliados pelo CASA: VAP, VSL e BCF, com interações in vitro entre espermatozóides 

caninos congelados/descongelados e oócitos homólogos, evidenciando assim a 

utilização do CASA como uma ferramenta auxiliar para avaliação espermática canina. 

A associação dos marcadores fluorescentes PI e FITC-PSA, para avaliação da 

integridade das membranas plasmática e acrossomal, como utilizado no presente 

trabalho, já tinha sido estudado em espermatozóides de carneiros (SUKARDI et al., 

1997), humanos (CENTOLA et al., 1990), equinos (ARRUDA et al., 2003), bovinos 

(GRAHAM et al., 1990) e cães ( PEÑA et al., 1999; MARTINS BESSA et al., 2006; 

2007; SHAHIDUZZAMAN & LINDE FORSBERG 2007).  

De maneira geral o protocolo de fluorescência descrito no presente trabalho 

apresentou um padrão de fluorescência satisfatório, podendo ser realizada à leitura nos 

diferentes grupos, mostrando uma semelhança com o trabalho de Garner et al. (1997), 

vale ressaltar que esse autor utilizou o sêmen bovino. 

Os resultados obtidos no presente trabalho encontram-se acima dos descritos por 

(PEÑA et al., 1999; MARTINS BESSA et al., 2006) para populações de 

espermatozóides com membrana danificada e acrossoma danificado e semelhantes para 

a população de espermatozóides com membrana danificada e acrossoma integro. Já para 

a população de espermatozóides com membrana integra e acrossoma integro os valores 

do presente trabalho são inferiores aos (PEÑA et al., 1999; MARTINS BESSA et al., 

2006; 2007). Vale salientar que os trabalhos citados anteriormente utilizaram diluidor 

diferente desse trabalho, sendo assim esse estudo foi o primeiro a utilizar associação de 

marcadores fluorescentes PI, FITC-PSA e R123 utilizando como diluidor o ACP-106C. 



Foi evidenciado atividade mitocondrial em todos os grupos marcados com R123. 

A Rodamina marca regiões de cabeça e cauda do espermatozóide inespecificamente. 

Essas alterações podem ser devido ao comprimento de onda semelhante entre o FITC-

PSA e R123 (CELEGHINI et al., 2007). No entanto, SILVA et al. (2006) relatam que 

mesmo tendo um alto índice de células que apresentem membrana plasmática lesada e 

acrossoma danificado, não impede que o espermatozóide possa se ligar à zona pelucida, 

o que pode corroborar com os resultados do presente trabalho, entretanto seria 

necessário a realização de mais estudos acerca do assunto. 

 

CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que não há influência da 

tempertaura de adição da dimetilformamida com a utilização do diluidor ACP-106
 
C, na 

qualidade do sêmen canino, no entanto, o glicerol mostrou-se como um crioprotetor 

mais adequado a ser utilizado com esse diluidor. 



Tabela 1: Características (média ± erro médio padrão) da fração espermática do sêmen 

canino fresco (n=10 ejaculados). 

Características Média ± erro médio 

Volume (mL) 0,9 ± 0,07 

Concentração (nº de espermatozóides x 10
6
/mL) 956,4± 43,02 

Motilidade (%) 96,30 ± 1,00 

Vigor (0 – 5) 4,75 ± 0,08 

Células morfologicamente normais (%) 93,83 ± 0,43 

Integridade acrossomal (%) 96,31 ± 0,61 

Membranas plasmáticas funcionais (%) 91,60 ± 0,57 

Espermatozóides vivos (%) 97,00 ± 1,00 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Média ± erro médio padrão da morfologia espermática, integridade 

acrossomal, espermatozóides vivos e teste hiposmótico, pós-descongelação através da 

análise computadorizada submetido a diferentes temperaturas de adição de 

dimetilformamida (P>0,05). 

 



Tabela 2: Média ± erro médio padrão de motilidade verificados por análise 

computadorizada do sêmen canino congelado, submetido a diferentes temperaturas de 

adição de dimetilformamida. (P<0,05). 

 

Parâmetros  G27 DF27 DF4 

VCL (μm/sec) 49,61  21,47 
a
 34,29  10,26 

b
 38,12  11,93 

ab
 

VSL (μm/sec) 32,52 13,10 
a
 16,36  5,39 

b
 17,70  6,75 

b
 

VAP (μm/sec) 39,81  13,76 
a
 22,46  6,44 

b
 24,79  7,83 

b
 

LIN (%) 59,87 11,13 
a
 48,32  10,18 

b
 46,13  5,03 

b
 

STR (%) 79,85 8,36 
a
 72,39  8,23 

b
 70,64  6,03 

b
 

ALH (μm) 2,92  0,44 
b
 3,52 1,38 

a
 3,67  1,44 

a
 

BCF (Hz) 9,901,37 
a
 7,90  2,92 

a
 8,31  3,22 

a
 

a,b
 Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística(P<0,05). 

 

 

Tabela 3: Média ± erro médio padrão das subpopulações espermáticas verificados por 

análise computadorizada do sêmen canino congelado, submetido a diferentes 

temperaturas de adição de dimetilformamida (P<0,05).  

 

Subpopulações 

espermáticas 

G27 DF27 DF4 

Sptz rápidos (%) 12.14 ± 11,41 
a
 2.33 ± 2.15 

b
 3.41 ± 2.93 

b
 

Sptz médios (%) 9.28 ± 6,68 
a
 3.85 ± 3,52 

b
 5.12± 4,05 

ab
  

Sptz lentos (%) 32.18 ± 15,34 
a
 29.06  ± 22,56 

a
 34.62  ± 22,53 

a
 

Sptz estáticos (%) 46.48 ± 26,44 
a
 64.77 ±27,19 

a
 56.86 ± 28,50 

a
 

a,b
 Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística(P<0,05). 

 

   

 

 

 



Tabela 04- Média ± erro médio padrão do sêmen canino congelado, submetido a 

diferentes temperaturas de adição de dimetilformamida, marcados pela associação de 

sondas fluorescentes: PI, FITC-PSA e R123 (P<0,05). 

Grupos PI
+
 FITC-PSA

+
 R

+
 

 

PI
+
 FITC-PSA

- 
 R

+
 

 

PI
- 
FITC-PSA

- 
R

+
 

 

G27 66,29 ± 8,04 
Aa

 24,58 ± 7,70 
Ba

 11,55 ± 2,61 
Ba 

 

DF27 72,41 ± 4,98 
Aa

 14,34±3,23 
Ba

 9,66 ± 3,70 
Ba 

 

DF4 51,76 ± 9,14 
Aa

 27,38 ± 8,09 
ABa

 19,91 ± 8,42 
Ba

 

AB
 letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa (P<0,05) 

ab
 letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (P<0,05) 

 

A B

C

D

 

Figura 2-(A) Espermatozóide com lesão na membrana plasmática, acrossoma 

danificado e com atividade mitocondrial (PI
+
, FITC-PSA

+
, R

+
), (B) Espermatozóide 

com membrana plasmática intacta, acrossoma integro e com atividade mitocondrial (PI
-
, 

FITC-PSA
-
, R

+
), (C) Espermatozóide com lesão na membrana plasmática, acrossoma 

integro e com atividade mitocondrial (PI
+
, FITC-PSA

-
, R

+
). 
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8. CONCLUSÕES 

Independente da concentração de dimetilformamida utilizada ao diluidor ACP-

106C e 10% de gema, proporciona resultados in vitro inferiores ao glicerol para a 

congelação do sêmen canino, não sendo indicado seu uso. 

Não há influência da temperatura de adição da dimetilformamida com a 

utilização do diluidor ACP-106
 
C, na qualidade do sêmen canino, no entanto, o glicerol 

mostrou-se como um crioprotetor mais adequado a ser utilizado com esse diluidor. 

 

 

9. PERSPECTIVAS 

 

O aperfeiçoamento da técnica de congelação utilizando o diluidor ACP-106
 
C é 

de fundamental importância para sua posterior utilização em escala comercial. No 

entanto, estudos ainda são necessários para se verificar a eficiência do diluidor ACP-

106 C para congelação do sêmen canino, utilizando como avaliação seminal as sondas 

fluorescentes. 
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11. Anexos  

 

Anexo A. Composição do corante Rosa de Bengala para avaliação da morfologia 

espermática e da integridade acrossomal. 

 

20 mL de água destilada 

0,58 g de citrato de sódio 

0,8 mL de formaldeído 

0,3 g de Rosa de Bengala 

OBS.: Após a mistura dos três primeiros componentes, a solução é homogeneizada e 

acrescenta-se o Rosa de Bengala. 

 

 

 

Anexo B. Composição do corante Azul de Bromofenol para avaliação do percentual de 

espermatozóides vivos. 

 

0,1 g de azul de bromofenol  

0,4 g de citrato de sódio 

10 mL de água destilada  

 

 

 

Anexo C. Diluidor à base de água de coco em pó (ACP-106
®
) para criopreservação 

de sêmen canino. 

 

4,25 g
 
ACP-106

®
 

50 mL de água destilada 

OBS.: pH 7,07 e osmoraridade de 440 mOsm. 

 



Anexo D: Diluição e preparo das sondas soluções fluorescentes para avaliação das 

membranas espermáticas (CELEGHINI, 2005) 

 

IODETO DE PROPÍDIO – PI 

(Sigma-Aldrich 28,707-5, frasco com 25 mg) 

Solução Estoque: 25 mg/mL PI + 1,0 mL DMSO 

Solução de Trabalho: 0,5 mg/mL 

20 μL da Solução Estoque de PI (25mg/mL) + 980,0 μL de PBS 

Obs: Aliquotar as soluções e mantê-las congeladas e protegidas da luz. 

 

 

FITC-PSA 

(Sigma L-0770, frasco com 2 mg 2,0 mg) 

Solução de Trabalho: 100 μg/mL 

2 mg de FITC-PSA + 20 mL de DPBS + 10% de Azida de Sódio 10% 

Obs: Aliquotar e manter resfriado a 4°C e protegidas da luz. 

 

 

RODAMINA 123 (R123, Molecular Probes, R-302-25mg) 

 

Solução de estoque: (DMSO) – 5 mg/mL 

Solução de trabalho: (DMSO)- 0,2 mg/mL (0,53mM) 

 

Obs: Armazenar em freezer, no escuro 

 

 

 

Anexo E. Reposta da submissão do artigo 1 pelo editor da revista Animal 

Reproduction Science 

 


