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RESUMO 

O crescimento das famílias multiespécies no Brasil destaca a necessidade de práticas reprodutivas 

éticas e de alta qualidade, especialmente quando se trata de cães reprodutores. O sucesso na 

reprodução depende de vários fatores, sendo a avaliação seminal, especialmente a morfologia 

espermática, de extrema valia, com ênfase no exame andrológico completo para garantir o 

desempenho reprodutivo do macho. Diferentes técnicas de coloração são utilizadas com o propósito 

de avaliar a morfologia espermática e diagnosticar possíveis alterações que possam comprometer a 

fertilidade do animal. Dentre as colorações comumente empregadas, destacam-se o Panótico Rápido, 

Giemsa, Eosina-nigrosina, Azul de Metileno e Rosa Bengala. Cada corante apresenta suas 

particularidades, ressaltado, vantagens e limitações quanto à sensibilidade, praticidade e o 

detalhamento das estruturas espermáticas. A escolha da coloração mais adequada para a avaliação 

espermática deve basear-se na finalidade principal do exame, que é a identificação e caracterização 

de alterações morfológicas nos espermatozoides. Além disso, devem ser considerados o tempo de 

durabilidade da lâmina corada e a qualidade dos corantes utilizados, uma vez que esses fatores 

impactam diretamente na precisão dos resultados obtidos. Essas técnicas permitem melhor 

visualização das estruturas espermáticas, favorecendo a distinção entre defeitos maiores e menores, 

bem como a diferenciação entre espermatozoides viáveis e inviáveis. A adoção de métodos de 

coloração eficazes é essencial para diagnósticos mais acurados, contribuindo para a tomada de 

decisões e para a maior eficiência dos programas de reprodução assistida. 
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1 INTRODUÇÃO 

Ultimamente, os cães passaram a ser considerados membros essenciais no núcleo familiar, 

sendo frequentemente vistos como parte da família. Inicialmente domesticados por suas habilidades 

de caça e proteção, os cães passaram a ocupar uma posição afetiva nas relações humanas, contribuindo 

para a redução do estresse, solidão e até mesmo na melhora de quadros depressivos. Essa convivência 

estreita tem impulsionado a busca por tratamentos mais humanizados e abordagens que possam 

garantir uma melhor qualidade de vida para os animais, refletindo-se em avanços nos setores de saúde, 

nutrição e bem-estar animal (Friedmann; Sonnenberg, 2009; Gonçalves et al.,2021; Tesi et al., 2018; 

Souza et. al., 2023). 

O crescente interesse por cães de alto valor genético, selecionados de acordo com perfis 

comportamentais e estilos de vida específicos, tem impulsionado o uso do melhoramento genético 

como ferramenta fundamental na reprodução canina. No entanto, o aumento da prevalência de doenças 

hereditárias em raças puras reforça a necessidade de estratégias reprodutivas mais criteriosas, pautadas 

na saúde, bem-estar e sustentabilidade genética da espécie canina. Em vista disso, a realização de 

exames andrológicos é essencial para avaliar a saúde reprodutiva dos cães, detectar possíveis 

problemas de fertilidade e aprimorar o uso de biotecnologias, como a inseminação artificial. Essas 

análises possibilitam um diagnóstico mais preciso e fidedigno, favorecendo a escolha de reprodutores 

com maior probabilidade de sucesso reprodutivo e contribuindo para o avanço da saúde genética das 

raças. (Medeiros, 2018; . Monteiro et. al., 2020; Souza et. al., 2023). 

A seleção genética de cães padronizada em relação a características físicas, acabou 

desconsiderando a morfologia natural dos animais e desenvolveu raças que apresentam inúmeros 

problemas de saúde, em sua maioria crônicos e que são contrários às condições de bem-estar animal 

(Corsi, 2018).  

Entretanto, a prática de cruzamentos consanguíneos, ou seja, entre indivíduos com ascendência 

comum, tem gerado preocupações significativas. Estudos indicam que tais práticas podem levar a 

malformações anatômicas e ao aumento da prevalência de doenças genéticas, comprometendo a 

qualidade de vida dos animais (Toson et al., 2015; Perissutti et al., 2019; Baldassaune, 2021; Silva et 

al., 2024). Além disso, a consanguinidade pode reduzir a variabilidade genética e aumentar a 

homozigose, predispondo à manifestação de genes deletérios e ao nascimento de filhotes com 

malformações (Silva et al., 2024).  

A avaliação precoce de reprodutores é uma etapa fundamental para garantir resultados positivos 

em termos de fertilidade. Dessa forma, a escolha de animais comprovadamente férteis contribui 

significativamente para a obtenção de melhores índices no manejo reprodutivo (Bastos et al., 2016; 

Jasmim et al., 2024). A seleção de cães reprodutores é fundamental para obter êxito na inseminação 

artificial. A confirmação de espermatogênese normal em macho jovem antes de iniciar sua vida 
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reprodutiva; avaliar a produção de sêmen após doença ou terapia medicamentosa e, ainda, investigar 

o efeito de doença prostática na qualidade do sêmen do cão, como parte de programa de Inseminação 

Artificial têm sido avaliados por meio do exame andrológico (Tesi et al., 2018; Monteiro et al., 2020). 

A análise do ejaculado é realizada através do espermograma, macro e microscopicamente. 

Deve-se avaliar a volume, coloração, densidade, pH, aspecto e odor, que na espécie canina se apresenta 

com aspecto viscoso e odor classificado como suis generis. Quanto a análise microscópica a motilidade 

e vigor espermáticos, concentração e morfologia espermáticas, integridade da membrana e acrossomo, 

integridade da cromatina espermática, capacitação espermática são de extrema importância e podem 

variar de acordo com idade, raça, porte e frequência da coleta (CBRA, 2013; Santos, 2016; Jasmim et 

al., 2024; Paiva et al., 2024).  

A motilidade e o vigor espermática é estimada de forma subjetiva, sendo analisada sob 

microscopia óptica, com uma gota do sêmen entre lâmina e lamínula, estimando-se sua porcentagem 

visualmente. No entanto, é a técnica mais utilizada na rotina laboratorial e continua tendo grande valor, 

principalmente para diferenciar sêmen de baixa e alta qualidade (CBRA, 2013; Arruda et al., 2010).  

No contexto da reprodução canina, a análise morfológica do sêmen é uma ferramenta 

fundamental na avaliação da fertilidade de reprodutores. A integridade morfológica dos 

espermatozoides está diretamente associada ao seu potencial fecundante, e anormalidades estruturais 

podem indicar disfunções testiculares, epididimárias ou mesmo efeitos de fatores ambientais e 

nutricionais. A análise da morfologia visa o exame de anormalidades estruturais do espermatozoide 

(Vecchiettti et al., 2018; Surmacz et al., 2022, Andrade, 2023; Jasmim et al., 2024; Paiva et al., 2024). 

Um espermatozoide é considerado normal se a forma e o tamanho da cabeça, peça intermediária e 

flagelo estiverem dentro da classificação adotada para uma determinada espécie (Banaszewska et al., 

2015; Czubaszek et al., 2019).  

Na escolha da coloração ideal, deve-se considerar àquela que induza o menor número possível 

de alterações na estrutura morfológica dos espermatozoides, além de, evidenciar as distintas partes da 

célula (Maree et al.,2010). Portanto, diferentes técnicas de coloração têm sido amplamente utilizadas 

para avaliar a morfologia dos espermatozoides em animais domésticos e humanos.  Para avaliação da 

morfologia espermática são contados 200 espermatozoides em microscópio óptico, em um aumento 

de 400x ou 1000x (óleo de imersão). As alterações estruturais dos espermatozoides são classificadas 

em duas categorias: defeitos maiores (primários), sendo considerados mais severos e menos graves os 

defeitos menores (secundários). A morfologia dos espermatozoides é classificada em defeitos 

maiores/primários (defeitos de cabeça, acrossomo, peças intermediárias, gota protoplasmática 

proximal e cauda fortemente enrolada) e defeitos menores/secundários (gota protoplasmática distal, 

cauda dobrada/enrolada, cabeça isolada normal, cabeça gigante/curta/larga e delgado. Considera-se 

como ideal o sêmen com igual ou superior a 70,0% de espermatozoides morfologicamente normais, 
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sendo aceitável no máximo 10,0% de total de defeitos maiores e 20,0% de defeitos menores. 

Posteriormente, a determinação do total de defeitos, procede-se a avaliação percentual das células 

espermáticas (CBRA, 2013; Andrade, 2023). 

O método de coloração de lâminas de sêmen canino é uma etapa determinante na avaliação da 

fertilidade, porque permite identificar espermatozoides anormais, avaliar a viabilidade espermática e 

a integridade das membranas, influenciando diretamente na conclusão quanto à aptidão reprodutiva do 

animal, diagnosticando possíveis patologias. Essa prática é especialmente relevante em programas de 

reprodução assistida e no desempenho reprodutivo dos reprodutores (Martins et al., 2020; Jasmim et 

al., 2024). Para uma boa análise da lâmina a ser observada, são necessários alguns pré-requisitos 

quanto à coloração, como: formulação correta do corante, utilizando material de boa qualidade, tempo 

de aplicação da técnica adotada e o custo da metodologia empregada (Streits et al., 2004). 

O corante Panótico Rápido (Diff Quik) tem sido utilizado na avaliação morfológica de 

espermatozoides, bovinos, caprinos, ovinos e caninos (CBRA, 2013; Hernandez-corredor et al., 2020), 

apresentando vantagem na rapidez e praticidade no método de coloração (Andrade, 2023). Este corante 

permite a avaliação da morfologia espermática, o que é fundamental para a análise da qualidade do 

sêmen. Esse aspecto é particularmente importante em procedimentos de inseminação artificial, onde a 

qualidade e a viabilidade dos espermatozoides determinam o sucesso da técnica (Silva et al., 2021; 

Paiva et al., 2024). É um corante eficaz e prático, porém apresenta algumas limitações quando 

comparado a outras técnicas, como a eosina-nigrosina ou a coloração de Giemsa. Estudos indicam que 

o corante Panótico Rápido pode ser menos sensível na detecção de defeitos morfológicos mais sutis 

nos espermatozoides, como alterações no acrossoma, o que pode ser um fator crítico para a avaliação 

da fertilidade. Ressalta-se que, devido à composição do corante Panótico Rápido as lâminas coradas 

não apresentam longa durabilidade, o que pode impactar a análise posterior (Linkgóes et al., 2003; 

Bastos et al., 2016; Farias Júnior, 2018). 

Contudo, a coloração com o Panótico Rápido apresenta como principais vantagens a agilidade 

na aplicação, rapidez e a simplicidade do protocolo, tornando-se uma ferramenta eficaz para avaliações 

iniciais de sêmen canino, especialmente em ambientes com grande volume de amostras ou que 

demandam um processo rápido. Principalmente, em laboratórios que não possuem uma maior estrutura 

tecnológica, como uso de microscópios de contraste de fase ou interferência de fase que potencializam 

a análise espermática, proporcionando maior detalhamento das estruturas celulares e enriquecendo os 

critérios diagnósticos (Souza et al., 2022). 

Outra como o  Giemsa é especialmente útil quando se deseja uma avaliação mais acurada do 

que a proporcionada por corantes vitais como eosina-nigrosina. Ela é considerada uma boa alternativa 

em casos em que se pretende um diagnóstico mais refinado da qualidade espermática (Oliveira et al., 

2018). Estudos mostram que o Giemsa pode ser utilizado em esfregaços fixados com metanol, após 
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lavagem em tampão fosfato, com coloração variando entre 15 a 30 minutos (Lima et al., 2019). Essa 

técnica revela detalhes como vacúolos nucleares, irregularidades de contorno da cabeça, 

espessamentos da peça intermediária e dobras na cauda, o que ajuda a classificar os defeitos 

espermáticos. Outrossim, o Giemsa tem sido usado experimentalmente para avaliar danos no 

acrossomo ou estruturas associadas ao DNA espermático, embora esse uso seja mais consolidado em 

espécies como o equino e o humano (Tartaglione et al, 2004; Kútvolgyi et al., 2006).  

A técnica da coloração com a eosina-nigrosina é baseada na permeabilidade seletiva das 

membranas celulares: espermatozoides com membranas íntegras (viáveis) não absorvem a eosina e 

permanecem incolores ou levemente corados, enquanto aqueles com membranas danificadas absorvem 

o corante e aparecem com coloração rosa intensa. A nigrosina atua como corante de fundo, aumentando 

o contraste para facilitar a visualização. Essa coloração permite a contagem de células viáveis e não 

viáveis sob microscopia óptica comum e é considerada uma técnica padrão em avaliações andrológicas 

de cães (Matos et al., 2018; Cardoso et al., 2019). 

A coloração do azul de metileno é um corante vital amplamente utilizado em análises 

morfológicas e citológicas de sêmen canino, embora menos frequente que técnicas como a eosina-

nigrosina. Sua aplicação baseia-se na capacidade de penetrar células com membranas danificadas, 

permitindo a visualização diferenciada de células viáveis e inviáveis, além de estruturas intracelulares 

como núcleo e citoplasma (Medeiros et al., 2019). Na citologia seminal, o azul de metileno é 

empregado para a coloração de esfregaços de sêmen fresco ou refrigerado, possibilitando a 

identificação de espermatozoides, células epiteliais, leucócitos e bactérias, o que contribui para o 

diagnóstico de processos inflamatórios ou infecciosos no trato reprodutor (Carneiro et al., 2015).  

O corante Rosa Bengala tem sido utilizado em diversas espécies animais para avaliação da 

morfologia espermática, inclusive em cães, devido à sua eficiência em destacar estruturas celulares e 

à praticidade de aplicação. Contudo, embora o Rosa Bengala apresente vantagens práticas, ele não 

substitui completamente técnicas mais consolidadas para avaliação de viabilidade espermática, como 

a coloração eosina-nigrosina. Ele é melhor empregado como ferramenta complementar ou alternativa 

quando não se dispõe de métodos mais específicos (Silva et al., 2010; Cunha et al., 2010; Oliveira et 

al, 2018).  
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