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RESUMO

Avaliou-se a influéncia da temperatura de descongelacéo na integridade de espermatozoides criopreservados de
cdes. Foram utilizados reprodutores das racas Basset Hound (n=3) e Rottweiler (n=3), submetidos a colheitas
de sémen por manipulagdo peniana. As amostras de sémen foram descongeladas a 37°C/1min (G1) ou 70°C/6s
(G2) e avaliadas quanto & motilidade progressiva, vigor e integridade do acrossoma ap6s 0, 30 e 60 minutos de
incubacdo (37°C), e ultraestrutura espermatica imediatamente apds a descongelagdo. Em todos os tempos de
incubacfo, a motilidade progressiva dos espermatozoides descongelados a 70°C por 6s (74,6%) foi mais alta
(P<0,05) que a dos descongelados a 37°C por 1min (64,6%). O vigor esperméatico nio diferiu (P>0,05) entre os
grupos, e o porcentual de gametas com acrossomas integros foi maior (P<0,05) nos espermatozoides do G1 do
que no G2. Les0es ultraestruturais foram identificadas nos espermatozoides descongelados de ambos os grupos,
em maior quantidade nos gametas do G2. Conclui-se que amostras congeladas de sémen de cdes devam ser
descongeladas a 37°C por 1min.
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ABSTRACT

Aiming to evaluate the influence of the thawing temperature on the viability of canine cryopreserved sperm,
Basset Hound (n=3) and Rottweiler (n=3) dogs were used, submitted to semen collected through manual
manipulation. Semen samples were thawed at 37°C during 1min (G1) or at 70°C during 6s (G2), and evaluated
for progressive motility, vigor and acrosome integrity, after 0, 30 e 60 minutes of incubation (37°C), and sperm
ultrastructure immediately after thawing. In all incubation times, the average of progressive motility was
higher (P<0.05) in samples from G2 Group (74.6%) than from G1 (64.6%). Sperm vigor had no difference
(P>0.05) between groups, and the percentage of gametes with intact acrosome was higher (P<0.05) on sperm
cells from G1 than from G2. Ultrastructural changes were identified on dog sperm from both groups, and were
observed in higher quantity in gametes from G2 Group. It can be concluded that samples of frozen dog sperm
must be thawed at 37°C for 1min.
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INTRODUCAO IA ainda é limitado devido & baixa viabilidade
espermatica apdés a conservagdo (Flores et al.,
A refrigeragdo e congelacdo do sémen, bem 2010). Dessa forma, estudos que aumentem a
como a inseminagdo artificial (IA), sdo perspectiva de seu uso na criacdo de cdes
biotécnicas utilizadas ha bastante tempo nas permitirdo a troca de material genético de alto
espécies de interesse comercial. No entanto, na valor zootécnico entre localidades distantes, bem
espécie canina, 0 uso de sémen criopreservado na como o armazenamento desse material por
periodos indefinidos (Linde-Forsberg e Forsberg,

1989).
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Os procedimentos de criopreservacao
espermatica (diluicdo, refrigeracdo, congelagao
e descongelacdo) podem danificar esses
gametas devido a mudangas de temperatura,
estresse oxidativo, exposicao aos efeitos toxicos
dos crioprotetores, assim como formagdo e
dissolucdo de cristais de gelo no ambiente intra e
extracelular (Medeiros et al., 2002). Por
conseguinte, além dos componentes dos meios
diluidores, do tipo de crioprotetor e do protocolo
de congelacdo, o método de descongelacdo do
sémen constitui um fator importante para a
preservacao da integridade espermatica (Farstad,
1996).

Estudos que utilizaram diferentes temperaturas e
tempos de descongelacdo, como 35°C por 30s
(Olar et al., 1988), 37°C por 1min (Silva et al.,
1998; Moura et al., 1999), 50°C por 30s (Silva e
Verstegen, 1995), 70°C por 8s (Pefia et al., 2003)
e 75°C por 12s (Olar et al., 1988), apresentaram
resultados contraditorios. Segundo Ivanova-
Kicheva et al. (1995), a elevagdo da temperatura
de descongelacdo reduz a ocorréncia de dano
osmético as células espermaticas, além de
prevenir a formacdo de cristais de gelo. No
entanto, Farstad (1996) observou que a
congelacdo répida exige descongelagdo répida,
visando a manutencdo da osmolaridade, do
pH e do equilibrio iénico das amostras de
sémen, assim como possibilita a rehidratacdo
celular e previne os danos originarios do
crioprocessamento. Dessa forma, objetivou-se
com este trabalho avaliar o efeito da temperatura
de descongelacdo sobre a integridade de
espermatozoides criopreservados de cdes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cdes adultos das ragas Basset
Hound (n=3) e Rottweiler (n=3), vacinados e
vermifugados, os quais foram mantidos em canis
individuais e alimentados com racdo comercial
duas vezes ao dia, de acordo com o peso corporal
(10g/kg de PV), além de ser fornecida agua
ad libitum. Os animais considerados aptos
a reproducdo ao exame andrologico foram
submetidos a quatro colheitas de sémen por
manipulagdo peniana a intervalo de trés dias,
totalizando 24 amostras de sémen. Os ejaculados
foram colhidos em tubos estéreis, e as fracdes
foram separadas através das diferengas de
coloragdo (translicido ou branco leitoso) e da
forma de ejaculacdo (jato ou gotejamento).
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Inicialmente, a fracdo rica em espermatozoides
foi avaliada (cor, volume e aspecto) e, a seguir,
foi mantida em banho-maria (37°C) durante a
avaliacdo microscdpica (motilidade progressiva,
vigor, concentragdo, morfologia, integridade de
acrossoma e ultraestrutura). Para analise da
motilidade progressiva e do vigor espermatico,
uma aliquota (10uL) de cada ejaculado foi
depositada sobre lamina previamente aquecida a
37°C e conduzida ao microscopio OGptico
(Olympus, Toéquio, Japdo), sendo submetidas a
congelagdo as amostras que apresentaram
motilidade progressiva >70% e vigor >3. A
concentragdo espermatica foi avaliada em
camara de Neubauer, e o0s resultados, expressos
em milhdes de espermatozoides/mL, enquanto a
andlise morfoldgica das células esperméticas foi
avaliada em cdmara umida.

Para analise da integridade do acrossoma, usou-
se a técnica de FITC-conjugada ao Peanut
aglutinina (FITC-PNA; Roth et al., 1998),
em que aliquotas (10pL) de sémen foram
depositadas e armazenadas a 4°C, protegidas da
luz. Ap6s uma semana, as ldminas foram coradas
com solucdo (30uL) de PNA [20uL de PNA
(Sigma, Saint Louis, MO, USA) + 480uL de
PBS] e refrigeradas (4°C) durante 20min. A
seguir, as laminas foram imersas em 50mL de
PBS e colocadas dentro de caixa de isopor para
secagem em temperatura ambiente. Apoés
secagem, aliquotas de 5ulL da solugdo UCD
[5mg de Azida sédica; 0,5mL de PBS, 0,1 % w/v
de Fenilenediamina (Sigma, Saint Louis,
MO, USA), 4,5mL de Glicerol; pH 8,0] foram
colocadas entre ldmina e laminula e
observadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus, Toquio, Japdo), utilizando o filtro de
fluoresceina (450-490nm, espelho dicromético
de 510nm), onde foram contados 200
espermatozoides/lamina e classificados em: a)
acrossomas intactos (Al), quando a regido
acrossomal apresentava fluorescéncia verde; b)
acrossomas reagidos (AR), quando apresentavam
fluorescéncia verde na regido equatorial da
cabeca espermatica ou ndo apresentavam
fluorescéncia verde na cabeca.

Para avaliacdo de danos na ultraestrutura
espermatica, usou-se a microscopia eletronica de
transmissdo (MET) (Burgess et al., 2001), em
que as amostras do sémen foram fixadas em
glutaraldeido (2%) + paraformaldeido (2%) em
tampéo fosfato (0,1M). Em seguida, as amostras
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de sémen foram pdés-fixadas em 6smio + tampédo
fosfato, contrastadas em bloco com acetato de
uranila (2,5%), submetidas & desidratacéo
crescente em acetona (30,%, 50%, 70%, 90% e
100%) e incluidas em resina Epon (Sigma, Saint
Louis, MO, USA). Foram realizados cortes
ultrafinos em ultramicrétomo EM UC6 (Leica,
Wetzlar, Germany) na velocidade de 2mm/s em
corte de 70nm. Os cortes foram armazenados em
grades e contrastados em acetato de uranila (5%)
por 1h15min e citrato de chumbo por 4min, até o
momento da fotodocumentacdo em microscopio
eletrénico de transmissdo (FEI Morgani 268D,
80-100Kv, Eindhoven, Netherlands).

Apos determinacdo da concentracdo espermatica,
as amostras de sémen fresco foram diluidas em
80% de Tris [3,28g de Tris (Sigma, Saint
Louis, MO, USA); 1,78y de acido citrico
monohidratado; 1,259 de D-frutose; q.s.p.
100mL; pH 6,6], 20% de gema de ovo e 6% de
glicerol. As amostras foram envasadas em
palhetas, 0,25mL, na concentracdo de 100 X 10°
espermatozoides, congeladas em maquina de
congelacdo TK3000 (TK Tecnologia em
congelagdo, Uberaba, MG, Brasil) utilizando a
curva rapida (0,5°C/min até 5°C, -15°C/min até -
20°C e -10°C/min até -120°C), imersas em
nitrogénio liquido (-196°C) e armazenadas em
botijdo criobioldgico. Uma semana apds a
congelacdo, as amostras foram descongeladas a
37°C por 1min (G1) ou 70°C durante 6s (G2) e,
em seguida, submetidas ao teste de termo-
resisténcia (TTR) ap6s 0, 30 e 60min de
incubaco (37°C), sendo avaliadas quanto a MP,
vigor e integridade do acrossoma, assim como
ultraestrutura espermaética imediatamente apos a
descongelacéo.

Os dados foram expressos na forma de média e
desvio-padrdo. Os resultados de MP e
integridade acrossomal foram submetidos a
transformagdo angular em arcoseno. No estudo
de efeito dos tratamentos e ragas sobre
motilidade progressiva e integridade de
acrossoma, utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste Tukey. Para a
andlise do vigor espermatico, utilizou-se o teste
de Mann-Whitney. Todos os testes foram
realizados a P<0,05, utilizando-se o programa
Statview 5.0 ((SAS, 1998). Para avaliar a
ultraestrutura dos espermatozoides obtidos de
amostras in natura e descongelados em dois
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protocolos de descongelagdo (37°C, 1min; 70°C,
6s), utilizou-se analise descritiva.

RESULTADOS

As amostras de sémen in natura obtidas
dos cles apresentaram aspecto normal,
coloragio branca e aparéncia leitosa,
assim como médias de  1,09+0,45mL
das fracBes ricas em  espermatozoides,
328,13+51,64 x 10° espermatozoides/mL,
94,58+4,15% de motilidade  progressiva,
4,9240,28 de vigor, 88,29+4,52% de
espermatozoides morfologicamente normais e
97,42+1,77% de células com acrossomas
intactos. Na andlise das amostras de sémen
descongeladas e avaliadas apds 0, 30 ou 60min
de incubacéo a 37°C (Tab. 1), verificou-se maior
(P<0,05) porcentual de células com motilidade
progressiva no G2 (70°C; 6s) do que no G1
(37°C; 1min). O vigor espermatico ndo diferiu
(P>0,05) entre grupos em todo o periodo de
incubacdo. Os percentuais de espermatozoides
com acrossomas integros das amostras de sémen
descongeladas a 37°C por 1min foram maiores
(P<0,05) do que nas descongeladas a 70°C por
6s, ap6s 0, 30 ou 60min de incubacdo a 37°C.

A andlise ultraestrutural dos espermatozoides
obtidos de amostras in natura de sémen
constatou ondulagdes na membrana plasmatica
localizada na regido da cabeca espermatica
e acrossomas integros (Fig. 1A). Cortes
transversais (Fig. 1B) da cauda dos
espermatozoides evidenciaram mitocondrias e
axonema preservados, enquanto 0s cortes
longitudinais da pega intermediaria (Fig. 1C)
apresentaram  preservacdo da  membrana
plasmatica e das mitocondrias. Na andlise da
ultraestrutura das amostras descongeladas de
sémen, foi possivel identificar alteragGes tanto na
cabeca quanto na cauda dos espermatozoides de
amostras de G1 e G2 (Fig. 2A, 2B, 2C e 2D).
Nas amostras do G1, observou-se auséncia de
membrana plasméatica e acrossoma, com
exposicdo da regido equatorial (Fig. 1D), assim
como vacuolizacdo das mitocdndrias na pega
intermedidria (Fig. 1E e 1F). No entanto,
ressalta-se que maior intensidade dos danos
espermaticos foi observada nas células
espermaticas descongeladas a 70°C (G2), em que
se constataram ondulacbes e rupturas da
membrana plasmatica localizada na regido da
cabeca espermdtica, assim como células
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evidenciando auséncia de acrossoma e edema da
membrana acrossomal interna (Fig. 2A).
Algumas células também evidenciaram no
acrossoma ondulagBes, ruptura na membrana
acrossomal externa e vesiculagdes indicativas de
reacdo acrossomal (Fig. 2B). Na regido da pega

intermediaria da cauda espermatica, observou-se
ondulacéo e ruptura da  membrana
plasmatica, com desorganizacdo, perda de
material eletrodenso (Fig. 2C) e vacuolizacdo
mitocondrial, além de alteracdo na estrutura do
axonema e da bainha fibrosa (Fig. 2D).

Tabela 1. Motilidade progressiva, vigor e integridade do acrossoma de espermatozoides descongelados
de cées a 37°C por 1 minuto (G1) e a 70°C por 6 segundos (G2), ap6s 0, 30 e 60 minutos de incubagio a
37°C

TI Grupo MP Vigor ACi

(%) (0-5) (%)
Omin G1 64,58+13,51b 3,33+0,48 81,83+6,72a
G2 74,58+8,33a 3,25+0,44 69,88+21,32h
30min Gl 43,75+16,89b 2,46+0,51 72,79+8,37a
G2 53,33+13,41a 2,92+0,28 50,46+27,36b
60min Gl 26,25+17,65b 2,25+0,68 60,63+18,22a
G2 39,58+16,01a 2,58+0,50 39,54+22,99b

Tl= tempo de incubacdo; MP= motilidade progressiva; ACi= acrossomas integras. Letras minusculas distintas na
mesma coluna indicam diferenga significativa (P<0,05) entre grupos experimentais em cada tempo de avaliacdo.
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Figura 1. Analise ultraestrutural de espermatozoides in natura (A, B e C) e descongelados a 37°C por 1 minuto (D, E
e F), obtidos de cées das ragas Basset Hound e Rottweiler. A: corte longitudinal da cabeca evidenciando ondulagdo da
membrana plasmatica e acrossoma integro (seta); B: corte transversal da pega intermediaria apresentando
mitocOndrias (asterisco) e axonema (seta) preservados; C: corte longitudinal da pega intermediaria com preservacao
da membrana plasmatica (seta) e mitocondrias (asterisco); D: corte longitudinal da cabeca evidenciando auséncia de
membrana plasmatica e acrossoma, com exposi¢do da regido equatorial (seta); E e F: corte longitudinal (E) e
transversal (F) da peca intermediaria apresentando vacuolizagdo das mitocondrias (setas).
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DISCUSSAO

Os elevados percentuais de espermatozoides com
motilidade progressiva nas amostras
descongeladas de sémen em ambos 0s grupos
devem-se provavelmente ao controle na reducéo
da temperatura de congelacdo (Yu et al., 2002),
determinado pelo uso do método automatizado
(Coleto et al., 2006). No entanto, observou-se
que a temperatura de descongelagdo exerceu
efeito na motilidade progressiva das células
espermaticas, uma vez que as amostras de
sémen descongeladas em temperatura mais
elevada (70°C durante 6 s) apresentaram
maior motilidade progressiva do que aquelas
descongeladas em menor temperatura (37°C
durante 1min) apds 0, 30 e 60min de incubacéo a
37°C. Esse resultado pode ser justificado pelo
fato de a elevacdo da temperatura de
descongelacdo reduzir os danos osméticos nas
células e prevenir a formagao de cristais de gelo
(Ivanova-Kicheva et al., 1995).
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Figura 2. Analise ultraestrutural de espermatozoides descongelados a 70°C por 6 segundos, obtidos de cdes das racas
Basset Hound e Rottweiler. A: corte longitudinal da regido da cabeca evidenciando auséncia de acrossoma e edema
da membrana acrossomal interna (asteriscos); B: corte longitudinal da regido da cabeca apresentando vesiculagdes
indicativas de reacdo acrossomal (seta); C: material eletrodenso resultante da desorganizagdo da cauda (setas); D:
corte longitudinal da cabeca e peca intermedidria demonstrando vacuolizagdo das mitocOndrias (seta) e
desorganizacdo da bainha fibrosa (asterisco).

Os resultados de motilidade progressiva obtidos
com as amostras descongeladas a 70°C durante
6s (G2) também foram descritos por Strém et al.
(1997), utilizando o mesmo diluente e igual
temperatura de descongelagdo para o sémen de
caes. Pefia et al. (1998) relataram resultados
inferiores utilizando o mesmo diluente e
semelhante temperatura de descongelacdo (75°C;
6s). Isso pode ser causado por diferengas
genéticas na membrana celular desses gametas,
resultando em diferencial na permeabilidade da
membrana, com alteracfes no movimento da
dgua e em formacdo de gelo intracelular,
culminando em morte das células (Eilts, 2005).
Por outro lado, a superioridade da motilidade
progressiva das amostras do G2, quando
comparadas as do G1, também foram descritas
por Rota et al. (1998), ao relatarem que amostras
congeladas com 5% de glicerol e submetidas a
taxa de descongelagcdo rapida (70°C; 8s)
apresentaram grande percentual de gametas
vivos durante a incubagdo a 37°C. Os autores
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consideraram que os bons resultados da
taxa de descongelacdo estavam relacionados
a concentragdo ideal do crioprotetor no
meio diluidor. Neste estudo, a auséncia de
diferenca no vigor espermatico das amostras
descongeladas em ambas as temperaturas
corrobora os resultados de Silva et al. (1998),
ao relatarem que diferentes temperaturas de
descongelacdo (37°C por 1min ou 50°C por
30s) ndo interferem no vigor dessas células
espermaticas submetidas & incubacéo de 37°C.

A reducdo dos percentuais de espermatozoides
com acrossomas integros observados nas
amostras de ambos 0s grupos, quando
comparados aqueles das amostras in natura,
se deve ao fato de o processo de
congelacdo/descongelacdo  provocar  danos
acrossomais irreversiveis a célula espermatica,
semelhantes aos observados ap6s a capacitagao
espermatica (Schembri et al., 2002). Todavia, 0s
maiores percentuais de células com acrossomas
integros das amostras do G1, quando
comparados aos do G2, diferem dos relatos de
Rota et al. (1998), ao observarem que amostras
de sémen congeladas com 5% de glicerol e
descongeladas a 70°C durante 8s apresentaram
maior percentual de células com membrana
plasmatica intacta ap6s 5h de incubagdo a 38°C.
Pefla et al. (1998) obtiveram menores
porcentagens (36,0; 25,6 e 21,7%) de células
com acrossomas integros apés 0, 30 e 60min de
incubacdo, respectivamente, apds descongelacéo
a 75°C por 6 segundos, semelhante aquela usada
neste estudo. Os resultados deste estudo também
diferem dos relatados por Ivanova-Kicheva et al.
(1995), ao observarem que as amostras
descongeladas a 55°C por 5s apresentam menos
lesbes nos acrossomas do que aquelas
descongeladas a 37°C por 8s, 0 que pode ser
justificado pelo fato de esses autores terem usado
temperatura menos elevada (55°C) do que aquela
deste estudo (70°C). Ressalta-se ainda
que a descongelagdio a 70°C causou mais
danos a membrana acrossomal externa apds
congelacdo/descongelacdo e incubacdo (37°C)
por 60min, com resultados que ndo atendem as
exigéncias descritas por Christiansen (1988) para
uso na lA.

Ao realizar a analise conjunta de motilidade
progressiva e integridade de acrossomas
espermaticos, constatou-se que, apesar de as
amostras do G1 terem evidenciado menores
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valores de motilidade progressiva do que as do
G2, esses espermatozoides apresentaram, em
todo o periodo de incubacdo, maiores percentuais
de células com acrossomas integros. Evidenciou-
se, assim, que as analises de motilidade
progressiva e vigor espermatico ndo devem ser
0s Unicos parametros de determinagdo da
viabilidade espermaticas p6s-descongelacéo.

A ocorréncia de edema na membrana plasmatica
localizada na regido da cabeca espermatica e
observada na andlise ultraestrutural das amostras
de sémen in natura pode ser atribuida a
utilizacdo do glutaraldeido como substancia
fixadora (Chirineia et al., 2006). No entanto, as
lesbes nas membranas plasmaticas observadas
tanto na cabeca quanto na cauda de
espermatozoides criopreservados, caracterizadas
como edema, ondulagbes, rupturas e
vacuolizagBes, podem ser decorrentes do
processo de criopreservacdo (Silva et al., 2009).
Ressalta-se que as lesdes acrossomais com perda
do contetido e edemaciagdo do acrossoma, perda
de material eletrodenso e vesiculacdo da
membrana acrossomal, similares as descritas por
Rodrigues-Martinez et al. (1993), evidenciam
decréscimo na viabilidade espermatica (Burgess
et al.,, 2001). Todavia, maior intensidade de
danos esperméticos observados nas células
descongeladas a 70°C pode estar relacionada aos
efeitos do choque térmico envolvidos na
crioinjdria durante o processo de reaquecimento
das células, no momento da descongelagdo. Com
0 aumento da temperatura, a membrana
plasméatica é submetida a rearranjos estruturais
envolvendo lipideos e proteinas, cuja extensdo e
natureza sdo controladas pela interacdo entre
temperatura e efeito soluto durante o processo de
congelacdo (Holt et al., 1992). Por conseguinte,
o0 choque térmico pode ser manifestado pela
ruptura da membrana acrossomal, conforme
relataram Medeiros et al. (2002).

Segundo Nizanski e Kuropka (2005) e Jurado et
al. (2007), a alteracdo mais comum observada
nos espermatozoides obtidos de cées e
submetidos a descongelacdo € a falsa reacéo do
acrossoma, caracterizada por edema, vesiculacdo
da membrana acrossomal externa e da membrana
plasmética, assim como perda completa do
acrossoma. Resultados semelhantes foram
observados neste estudo nas duas temperaturas
de descongelacdo, porém com maior frequéncia e
intensidade nas amostras do G2. Estes resultados
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diferem dos encontrados por Chirineia et al.
(2006), ao descongelarem o sémen a 70°C por 8s,
e de Farstad (1996), ao observar que a
congelagdo rapida exige descongelacdo rapida,
visando a manutencdo da osmolaridade, do
pH e do equilibrio i6nico das amostras de
sémen, além de possibilitar a rehidratacdo e
prevencdo de danos celulares originarios do
crioprocessamento. Ao observar as avaliacdes
em conjunto, observa-se que a descongelacdo a
70°C (6s) aumentou a ocorréncia de falsa
reacdo acrossomal, sendo evidenciada pela
menor integridade acrossomal, maior alteracdo
na ultraestrutura celular e maior percentual
de gametas com movimento progressivo,
caracterizando o fendmeno de hiperativacdo
espermatica.

Neste estudo, a avaliagdo qualitativa da
ultraestrutura dos espermatozoides por meio da
MET possibilitou identificar danos espermaticos
gue ndo seriam perceptiveis na analise por
microscopia 6ptica (Silva et al., 2009). Assim,
apesar de esse método ndo ser utilizado
rotineiramente na avaliacdo do sémen de cées,
em virtude do custo elevado de processamento,
ressalta-se a importdncia de sua utilizacdo,
visando predizer in vitro a viabilidade
espermética in vivo, uma vez que ndo foi
realizada |A utilizando amostras de sémen
descongeladas sob diferentes temperaturas. Além
do fato de terem sido utilizadas vérias técnicas de
avaliagdo  espermatica  pds-descongelacéo,
considerado bom indicador de seu potencial
fecundante.

CONCLUSAO

De acordo com 0s resultados de integridade de
acrossoma e ultraestrutura espermética, €
possivel concluir que a descongelacdo das
amostras de sémen de céo a 70°C por 6s aumenta
a ocorréncia de danos espermaticos, sendo
recomendada a descongelagdo a 37°C por 1min.

AGRADECIMENTOS

A Tatiana Pagliane e sua equipe, por ceder os
animais do canil Brave Basset Kennel para a
realizacdo deste experimento; a CAPES, pela
concessdo de bolsa de doutorado ao primeiro
autor; e a FACEPE e ao CNPq, pelo apoio
financeiro.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.4, p.1057-1064, 2013

REFERENCIAS

BURGESS, C.M.; BREDL, J.C.S.; PLUMMER,
J.M. et al. Vital and ultrastructural changes in
dog spermatozoa during cryopreservation. J.
Reprod. Fertil., v.57, p.357-363, 2001.

CHIRINEIA, V.H.; MARTINS, M.L.M,;
SOUZA, FF. et al Caracteristicas
morfofuncionais do sémen canino refrigerado e
congelado, wusando dois diferentes meios
diluentes. Cienc. Anim. Bras., v.7, p.407-415,
2006.

CHRISTIANSEN, J. Reproducdo no céo e no
gato. Séo Paulo: Manole, 1988. 362p.

COLETO, Z.F.;SOUZA, AF.;SILVA, E.CB.
et al. Efeito da adi¢do de vitamina C e Trolox na
viabilidade de espermatozoides criopreservados
de cdes, utilizando duas curvas de congelagdo.
Supl. Rev. Cienc. Agrar., Belém, n.43, jun/jul.
2005.1 CD_ROM.

EILTS, B.E. Theoretical aspects of canine semen
cryopreservation. Theriogenology, v. 64, p.685-
691, 2005.

FARSTAD, W. Semen cryopreservation in dog
and foxes. Anim. Reprod. Sci., v.12, p.145-150,
1996.

FLORES, Al,; FERNANDEZ, AV,
HUAMAN, U.H. et al. Refrigeracion de semen
canino utilizando glucosa, fructosa, trehalosa o
sacarosa para prolongar la supervivencia
espermatica. Rev. Inv. Vet. Peru, v.21, p.26-34,
2010.

HOLT, W.V.; HEAD, M.F.; NORTH, R.D.
Freeze-induced membrane damage in ram
spermatozoa is manifested after thawing -
observations with experimental cryomicroscopy.
Biol. Reprod., v.46, p.1086-1094, 1992.

IVANOVA-KICHEVA, M.G.; SUBEV, M.,
BOBADOV, N.D. et al. Effect oh thawing
regiments on the morphofunctional state of
canine spermatozoa. Theriogenology, V.44,
p.563-569, 1995.

JURADO, S.; SARMIENTO, P.; STORNELLI,
A. Ultrastructural analysis of fresh and frozen-
thawed dog spermatozoa. Disponivel em: https://
www.ciasem2005.cigh.edu.cu. Acesso em: 26 de
julho de 2007.

1063


http://lattes.cnpq.br/8286513817844001
http://lattes.cnpq.br/6354486109796073
http://lattes.cnpq.br/4626343121504409

Moura et al.

LINDE-FORSBERG, C.; FORSBERG, M.
Fertility in dogs in relation to sémen quality and
the time and site of insemination. J. Reprod.
Fertil., v.39, suppl., p.299-310, 1989.

MEDEIROS, C.M.0O.; FORELL, F.; OLIVEIRA,
AT.D. et al. Current status of sperm
cryopreservation:  why isn’t it  better?
Theriogenology, v.57, p.327-344, 2002.

MOURA, C.S.; CAVALCANTI, M.C.O;
GUERRA, M.M.P. et al. Cryopreservation of
canine semen using different methods of
refrigeration. Rev. Bras. Reprod. Anim., v.23,
p.304-306, 1999.

NIZANSKI, W.; KUROPKA, P. Ultrastructural
changes in dog spermatozoa after freezing-
thawing of semen extended in tris-based diluent
supplemented with Equex STM. Eletr. J. Polish
Agric. Univ.,, v.8, 2005. Disponivel em:
<www.ejpau.media.pl/volume8/issued/art-
54.html>. Acesso em: 21.03.2010.

OLAR, T.T.; BOWEN, R.A,; PICKETT, B.W.
Influence of extender, cryopreservative and
seminal processing procedures of postthaw
motility of canine spermatozoa frozen in straws.
Theriogenology, v.31, p.451-461, 1988.

PENA, A.l; BARRIO, F.;: QUINTELA, L.A. et
al. Effect of different glycerol treatments on
frozen-thawed dog sperm longevity and
acrosomal integrity. Theriogenology, V.50,
p.163-174, 1998.

PENA, F.J.; JOHANNISSON, A.; WALLGREN,
M. et al. Antioxidant supplementation in vitro
improves boar sperm motility and mitochondrial
membrane potential after cryopreservation of
different fractions of the ejaculate. Anim.
Reprod. Sci., v.78, p.85-98, 2003.

RODRIGUEZ-MARTINEZ, H.; EKWALL, H.;
LINDE-FORSBERG, C. Fine structure and
elemental composition of fresh and frozen dog
spermatozoa. J. Reprod. Fertil., v.47, suppl.,
p.279-285, 1993.

1064

ROTA, A.; LINDE-FORSBERG, C.; VANNOZZI, J.
et al. Cryosurvival of dogs spermatozoa
at different glycerol concentrations and
freezing/thawing rates. Reprod. Dom. Anim.,
v.33, p.355-361, 1998.

ROTH, T.L.; WEISS, R.B.; BUFF, J.L. et al.
Heterologous in vitro fertilization and sperm
capacitation in an endangered African antelope,
the Scimitar-Horned Oryx (Oryx dammabh). Biol.
Reprod., v.58, p.475-482, 1998.

SCHEMBRI, M.A.; MAJOR, D.A,; SUTTIE, J.J.
et al. Capacitation-like changes in equine
spermatozoa throughout the cryopreservation
process. Reprod. Fertil. Dev., v.14, p.225-233,
2002.

SILVA, L.D.M.; VERSTEGEN, J. Comparisons
between three different extenders for canine
intrauterine insemination with frozen thawed
spermatozoa. Theriogenology, v.44, p.571-579,
1995.

SILVA, AR.; CARDOSO, R.CS.; SILVA,
L.D.M. Efeito do processo de descongelagédo
sobre a viabilidade do sémen canino in vitro.
Cienc. Anim., v.8, p.75-80, 1998.

SILVA, AR.; FONTENELE-NETO, J.D,;
CARDOSO, R.C.S. et al. Description of
ultrastructural damages in frozen-thawed canine
spermatozoa. Cienc. Anim. Bras., v.10, p.595-
601, 2009.

STATVIEW. Version 5.0. statview reference.
Cary: SAS Institute, 1998. 528p.

STROM, B.; ROTA, A.; LINDE-FORSBERG,
C. In vitro characteristics of canine spermatozoa
subjected to two methods of cryopreservation.
Theriogenology, v.48, p.247-256, 1997.

YU, |.; SONGSANSSEN, N.; GODKE, R.A. et
al. Differences among dogs in response of their
spermatozoa to cryopreservation using various
cooling and warming rates. Cryobiology, v.44,
p.62-78, 2002.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.4, p.1057-1064, 2013



