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O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio deana
lise funcional e morfol 6gica, doismeiosdiluentes— TRIS/
frutose/écido citrico/glicerol (8 %) (TRIS 8 %) (Morton,
1988 modificado) eummeio comerciad (MP50) (PAPAetal.,
2002) — paracriopreservacdo de sémen canino. Colheram-
sedez gjaculados de cdes adultos, por manipulacdo digital
do pénis. Avaliaram-se as amostras pela motilidade
espermética, velocidade espermética, teste hiposmatico,
integridade de membrana espermatica, morfologia
espermdtica, eandlise ultra-estrutural no sémenfresco (T1),
refrigerado (T2) e descongelado (T3). Envasaram-se as
amostrasdiluidas em palhetasfrancesasde 0,5 mL, com 40
x 10° espermatozoides/pal heta e se asmantiveram por ses-
senta minutos a 5 °C (T2); em seguida, transferiram-nas
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ABSTRACT

REUMO

para vapor de nitrogénio liquido durante vinte minutos e
posteriormente estocadas. O sémen foi descongelado a 70
oC por 8 segundos. A andlise de variancia mostrou influén-
cia do animal nas diferentes variaveis, com excecdo da
motilidade espermética e integridade de membrana
espermética. Narefrigeracdo (T2), o meio M P50 apresentou
mel hores resultados no teste hiposmético e naintegridade
de membrana (p<0,05) e no sémen descongelado (T3) nédo
foi observadadiferencasignificativaentre osmeios(p>0,05).
A andlise ultra-estrutural do sémen mostrou edemae ondu-
lacdo da membrana plasmaética e acrossomal nas diferentes
etapas do processo de criopreservacdo. Conclui-se que os
meios diluentes utilizados mostraram ser semel hantes quanto
as caracteristicas morfofuncionais apés a descongel agdo.

MORPHOFUNCTIONAL CHARACTERISTICSOF CANINE COOLED AND FROZEN SEMEN USING TWO DIFFERENT
EXTENDERS

The objective of this study was to verify the
efficiency of two different extenders: TRIS/Fructose/Citric
Acid/Glyceral (8%) - (TRIS8 %) (Morton, 1988 modified)
and commercial extender - MP50) (PAPA et dl., 2002) - for
freezing dog semen. Ten gjaculatesfrom different adult dogs
werecollected by digital manipulation. The samplessemen
were evaluated for sperm motility and vigor, hypo-osmotic

swelling test, sperm membraneintegrity, sperm morphology,
ultra structural analysis in three different moments, fresh
(T1), cooled (T2) and thawed (T3). The samples were
packagedin 0.5 mL French strawswith 40 x 10° spermatozoa/
straw, and kept at 5 °C for 60 minutes (T2); then frozen in
static vapor of nitrogen for the following 20 minutes and
immersedinliquid nitrogen until being thawed in 70 °C water
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for 8 seconds (T3). By analysis of variance, it would be
possible to verify the animal effect on ailmost all variables
observed in this study, except for sperm motility and
membrane integrity. For cooled semen (T2), MP50 were
significantly better for hypo-osmotic swelling test, sperm
membrane integrity (p<0.05) and for thawed semen (T3),
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INTRODUCAO

V &iosestudosestdo sendo desenvolvidospara
determinacdo das melhores condi¢bes para a
criopreservacdo do espermatozoéide de cées
(STROM et d., 1998; VERSTEGEN et al. 2002;
2005, RIJSSELAERE et a. 2005). Porém, muitos
fatores sdo envolvidos no processo derefrigeracéo
e congelacdo do sémen de caes e, ainda hoje, ne-
nhumametodol ogiaparece ser aidea paratodosos
caes e paratodos os g acul ados, poisvariacdesin-
trinsecas as propriedades, como sensibilidade
osmoticaentre espermatozoide de diferentes caese
g aculadosfaz com quearespostaacriopreservacéo
ndo sgja previsivel (EILTS, 2005; MINTER &
Del IBERTO, 2005).

Alguns caes apresentam sémen com umare-
sisténciamaior ao processo de criopreservacao do
gue outros. Isso pode ser causado por diferencas
genéticasnamembranacelular dosespermatozoides,
resultando um diferencid napermeabilidadedamem-
brana, com ateragdes no movimento deadguaeem
formacéo degeointracelular, commortedascélulas
(EILTS, 2005).

Meiosdiluentessdo utilizadosparaarefrige-
racéo e congel acdo de sémen com o intuito de pro-
teger os espermatozoides, conservar amotilidadee
fertilidade por um periodo de tempo, providenciar
substrato energético e prevenir efeitos del etériosde
mudancas no pH e osmolaridade. V arios diluentes
paracongel acdo de sémen de co tém sido estuda-
dos, alguns com formul agbes adaptadas de outras
espécies, masamai oriando apresentou aindaresul -
tados satisfatorios.

A taxade concepcdo € amelhor maneirade
estimar a capaci dade fecundante do sémen canino.
No entanto, essaavaliacdo consometempo eo nas-
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there was no significant difference between extenders. By
ultrastructural analysis, it was possible to verify swelling
plasma and acrosomal sperm membranes in the different
stages of freezing process. In conclusion, the extenders
showed the same results as to morphofunctional
characteristics the semen canine thawed.

cimento defilhotes ndo desgjados. Assim, formas
alternativas de avaliacdo in vitro das células
esperméticas aindasdo necessarias (GRAHAM &
MOCE, 2005). A despeito da dificuldade de se
correlacionar aandlise convenciona do sémencom
teste de fertilidade in vivo, as avaliacdes in vitro
gue atestam aqualidade semina permanecemim-
portantes.

Em vistado exposto, 0 objetivo deste traba-
Ihofoi avaliar ascaracteristicasmorfol 6gicasefun-
cionaisdas célul as espermaticas caninas, parade-
terminac&o das perdas resultantes do processo de
refrigeracdo (5°C) e de congelacéo (- 196 °C), uti-
lizando-se paraisso dois meios diluentes: TRIS/
frutose/acido citrico/glicerol (8 %) - (TRIS 8 %)
(MORTON, 1988), modificado pelo emprego de
0,020 mg desulfato deamicacina, em subgtituicdo a
penicilinae estreptomicina), eum meio comercia
(MP50) (PAPA etal., 2002).

MATERIAL EMETODOS

Utilizaram-se g acul ados de dez cées adultos,
com idade entredois e cinco anos, provenientesde
criatorios particul ares e com sanidade comprovada
O gaculadofoi colhido por manipulacéo digital do
pénis, sem apresencade umafémeaemcio.

Dividiram-seasandisesmorfol 0gicasefun-
cionaisdo sémen emtrésetapas. semenfresco (T1),
sémenrefrigerado (T2) esémen descongelado (T3).

Avaliagdesfuncionais—motilidade evigor
espermético foram anali sados subjetivamente, co-
locando-se uma gota de sémen sobre lamina
aquecida (38-40°C) erecobertapor laminula. Re-
alizou-se 0 exame mediante um microscopio de con-
traste defase (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), num
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aumento deduzentasvezes. Oresultadofoi expresso
em porcentagem (0% a 100 %), para
espermatozoi des com movimentos progressivos, e
um escore de zero acinco parao vigor, em queol
Zero representou espermatozoi des sem movimento
€ cinco, espermatozéi descom movimentosrapidos
evigorosos.

Concentracao esper matica—determinada
pelacontagem das cél ulas esperméti casem camara
hematimétricade" Neubauer”, aposdiluicdo do s&-
mentotal em aguadestilada(1:20).

Testehiposmético—realizado segundo atéc-
nicadescritapor INAMASSU et al. (1999), con-
sistiuem misturar 0,1 mL dosémenem 0,9 mL da
s0lugdo hiposmdtica (150 mOsmoal). Utilizou-seuma
solucdo isosmatica (300 mOsmol) como controle.
Oresultadofoi dado em porcentagem, subtraindo a
quanti dade de espermatoz6i des com caudaenrola
da na solugdo de 300 mOsmol da quantidade de
espermatozoi des com caudaenroladadasolucéo de
150 mOsmoal.

AvaliacBes morfologicas — morfologia
espermética: procedeu-seaesfregagosdo sémenem
l&minas, corados pelo método de K arras modifica
do (PAPA et al., 1986). Avaliaram-se duzentas cé-
lulasde cadaesfregago, classificando-seasaltera
¢Oes esperméticas de acordo com MIES FILHO
(1987). Osresultadosforam expressos em porcen-
tagem de defeitosmai ores, defeitosmenoresecelu-
lasnormais.

Sondasfluor escentes: acoloracéo fluores-
centefoi redizadade acordo com atécnicadescrita
por HARRISON & VICKERS (1990), e adapta-
daao céo por CUNHA et al. (1996). Contaram-se
duzentascéulas, asquaisclassificaram-secomo: cé
[ulascom membranaintegra(coradasemverdeflu-
orescente) e células com membranalesada (cora
dasem vermelho ou em verde fluorescente e ver-
meho).

Microscopiadetransmissdo: centrifugou-
seumaamostrado gaculado a800 x g por quinze
minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante, fixando-se
o pellet em glutaraldeido a2,5 %. mantiveram-se
asamostras sob refrigeracdo a5 °C, até o momen-
to do processamento. O materia foi examinado ao
microscopio eletronico de transmissdo (modelo

PhilipsCM 100) efotodocumentado.

Congelacdo: apos asandlisesdaetapaT1,
dividiu-seo gaculado emduasamodtrasiguals, dilu-
indo-se cadaparte(1:1) enmeio TRISsemglicerol
(TRISS/G), ecentrifugadaa800 xg por dez minu-
tos. Desprezaram-se 0s sobrenadantes e
ressuspendeu-se cada pellet em TRIS 8 % ou em
meio comercial MP50 (PAPA et al., 2002), conten-

do 3% deglicerol e 2% dedimetil formamide.

Envasou-se 0 sémen em pa hetasfrancesasde
0,5 mL, contendo 80x10° espermatozoides/mL, o
qual foi transferido paraum refrigerador programa:
doa5°C (MINITUB) por sessentaminutos (T2).
Posicionaram-se, entdo, as palhetas numa grade,
dentro de umacaixatérmica, contendo nitrogénio li-
quido, a6 cmdo nive doliquido, ondeforammantidas
durante vinte minutos, e posteriormente armazena
das em botijao criogénico. Realizou-se a
descongelagdo a70°C por oito segundos (T3).

Analiseestatistica—realizadapor meio da
andlisedevariancia, levando-se em consideracéo o
efeito anima e o efeito tratamento. Compararam-se
asmeédias de cadatratamento pel o teste de Tukey.
Onivel designificanciaadotadofoi de5 %.

Estabel eceram-se as perdas decorrentes do
processo de refrigeracéo e congelagdo do sémen
apenas paraasvariaveis motilidade esperméticae
integridade de membrana, representando as carac-
terigticasfunciond emorfol6gica

RESULTADOS

Osresultadosdasandisesmorfol dgicasefun-
cionaisdo sémen fresco (T1) apresentaram valores
dentro damédiaparaaespécie e estdo descritasnas
Tabelasle?2.

Ao se comparar os valores de sémen fresco
com asamostrasrefrigeradas, constataram-se uma
diferencasignificativaentretodasasvaridveisandi-
sadas (p<0.05), com excecao do vigor das amos-
trasdiluidas com o meio M P50, e defeitos maiores
dasamostrasdiluidascommeio TRIS 8 %.

Durante o processo derefrigeracao observou-
se uma perdade 16,7 % em relacdo a motilidade
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espermética, quando se utilizou o meio abase de
TRIS 8 %, e de 13,9 % quando se usou 0 meio
MP50 (Tabela3). No teste deintegridade de mem-
branaespermética, houve um decréscimo de 48,9%
entreoTleT2nomeio TRIS8% ede20,3% no
meio MP50. Nessafase do processo as perdasfo-
ranmaioresnomeio TRIS8% (Tabela4).

A comparacao entre osdois meiosdiluentes
nafasederefrigeracdo (T2) mostrou superioridade
domeio MP50 (p<0,05) parao teste hiposmético e
paraintegridade de membranaespermética. N&o
houvediferencasignificativaentreasdemaisavaia-
cOes(Tabelas1e?2).

TABELA 1. Média+ desvio padréo damotilidade espermatica, vigor espermético eteste hiposmético de dez ejaculados de
caesapbsacolheita(T1), pos- refrigeracdo (T2) e descongelacdo (T3) em doismeiosdiluidores: TRIS8% (M1) eemmeio

MP50 (M2), Botucatu, SP, 2004.

Tratamento Motilidade (%) Vigor (0-5) Teste hiposmdtico (%)
T1 89,5+3,72 46+05° 82,9+7,12

T2M1 745+83 3,6+0,6°° 384+145°

T2M2 77,0+10,1° 4,0+0,6% 63,3+11,4°

T3M1 67,0+ 13,20¢ 33+05° 252+7,1¢

T3M2 61,0+ 10,7 33+04° 34,1+14,2

* Médias seguidas de letras diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).

TABELA 2. Média + desvio padréo dos resultados da integridade das membranas espermaticas (I.M.E.) e morfologia
espermética de dez ejacul ados de cées apds a colheita(T1), apdsarefrigeracdo (T2) e apds adescongelacdo (T3) em meio

TRIS8% (M1) eemmeio MP50 (M2). Botucatu, SP, 2004.

Tratamento I.M.E. (%) Morfologiaespermética

Normais (%) Maior (%) Menor (%)
T1 82,7£9,22 85,4+4,12 9,7+£312 4,9+ 240
T2M1 423+146° 742+115 19,1+7,5% 6,7+6,2°
T2M2 65,9+ 15,8° 69,7+15,0° 205+122° 9,8+6,5°¢
T3M1 3331149 57,6+ 8,6° 27,2+6,8°¢ 152+6,3°
T3M2 37,7+10,7° 545+ 11,4 32,5+8,5° 130+57

* Médias seguidas de letras diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Na avaliacdo pos-descongelacdo (T3) ndo
houve diferencasignificativa(p>0,05) entreosdois
meiosestudados paraasdiferentesvariaveis(Tabe-
las 1 e 2). Quando foram examinadas as perdas de-
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correntes do processo de congel acéo paraasvaria-
veismotilidade eintegridade de membrana, consta-
tou-se uma perdade 25,1 %, parao meio TRIS 8
%, e 31,8 % para o meio MP50, para motilidade
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(Tabela3). Paraaintegridade demembrana, asper-
dasforam de 59,7 % e 54,4 %, respectivamente,
paraTRIS8% e MP50 (Tabela4).

Em relagBo amicroscopiadetronicadetrans-
miss20, as|esdes observadas nos espermatozoides
do in natura foram edema e ondul agdo da mem-
branaplasmética(Figural—A). Independentedo
meio utilizado, durante o processo derefrigeracéo

(Figural—B e C), o exame ultra-estrutural dos
espermatozdides revelou edema e ondulagdo da
membrana plasmatica, porém a membrana
acrossomal externaapresentou-se integra. Ap0so
processo de congel acéo/descongelacéo (Figural -
D eE), verificaram-se alteracOes severas namem-
brana plasméticae acrossomal externa, anbascom
edema, ondul agéo, e perdade contelido acrossomdl .

TABELA 3. Diferenca entre os valores percentuais gjustados* da motilidade espermatica nos cinco tratamentos: sémen
fresco (T1), sémenrefrigerado emmeio TRIS8 % (T2M 1), sémen refrigerado em meio M P50 (T2M 2), sémen congelado em
meio TRIS8 % (T3M1), e sémen congelado em meio MP50 (T3M2). Botucatu, SP, 2004.

Linha(L,)
T2M1 T2M2 T3M1 T3M2
Coluna(C) (74,5 (77,0 (67,0 (61,0
T1(89,5) -16,7% -139% -251% -31,8%
T2M1(74,5) — +3,3% -10,0% —
T2M2(77,0) — — — -20,7%
T3M1(67,0) — — — -8,9%

nx100
*Y = - 100
Cn

TABELA 4. Diferenca entre os valores percentuais gjustados* daintegridade das membranas esperméticas nos cinco
tratamentos: sémen fresco (T1), semenrefrigerado emmeio TRIS8 % (T2M 1), sémen refrigerado em meio MP50 (T2M 2),
sémen congelado em meio TRIS8 % (T3M1), e sémen congelado em meio MP50 (T3M 2). Botucatu, SP, 2004.

Linha(L )
Coluna(C) T2M1 T2M2 T3M1 T3M2
422 (659) (333) @37,7)
T1(827) -489% -20,3% -59,7% -54,4%
T2M1(42,2) — +56,1% -21,0% —
T2M2(65,9) — — — -42,7%
T3M1(33,3) — — —_ +13,2%

nx100
*Y = - 100
Cn
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FIGURA 1. Fotomicrografias de espermatozdides caninosin natura (A), refrigeradoscom meio TRIS8 % -T2M 1- (B) emeio

MP50-T2M2- (C), edescongeladoscom TRIS8 % —T3M1- (D) eMP50-T3M2- (E). Botucatu, SP, 2004.

(A) Corte longitudina de espermatozdide com membrana plasmatica (mp) edemaciada e ondulada (setas). Membrana
acrossomal externa(me) integra. (8.400 X).

(B) Corte obliquo de espermatozéide com membrana plasmética (mp) edemaciada e ondul ada (setas). (11.500 X).

(C) Cortetransversal de espermatozéide com membranaplasmética (mp) edemaciada (setas) e membranaacrossomal externa
integra. (3.400 X).

(D) Cortelongitudinal de espermatozéide com membrana plasmética(mp) edemaci ada e ondulada, e membranaacrossomal
externa(me) com edemae ondul agfes. (8.400 X).

(E) Cortelongitudina de espermatozoide com membrana plasmaética (mp) edemaciada e ondulada, e membranaacrossomal
externa(me) com edemae ondul agfes. (8.400 X).

n= nlcleo; mp = membranaplasmética; me = membranaacrossomal externa; ac = acrossomo; pa= regiao pos-acrossomal .
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DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi comparar dois
meiosdiluentes, utilizados no processo decongela-
¢ao de sémen, um deles considerado padréo paraa
espécie canina, 0 TRIS 8 %, e 0 outro um meio
comercial (MP50), por meio de umacombinagao
de testes. Avaliaram-se 0s seguintes aspectos.
motilidade espermatica, morfol ogiaespermética,
status acrossomal, integridade de membranaean&
liseultra-estrutural. Apesar dosinimerosrelatosna
literatura, ndo é possivel avaliar completamentea
interacdo entre a célula espermética e o trato
reprodutivo das fémeas, durante o transporte
espermético, atéolocd dafecundago (LARSSON
& RODRIGUES-MARTINEZ, 2000). Embora
existam muitos métodos de avaliacdo da célula
espermética, nenhum teste € capaz deavdiar, isola
damente, o potencial fertilizante de um gjacul ado.
Entretanto, autilizagdo de umacombinacdo deva
riostestes possibilitaavaliar possivei sreprodutores,
dosesde sémen, métodos de preservacdo dacéula
esperméticae coordenar 0 manejo reprodutivo.

Em vistadavariagdo inerente dos gjaculados
edatendénciadafertilidade dosmachosvariarem
comotempo, édificil prever com segurancaaferti-
lidade, ou acapacidade fecundante de umaamostra
de sémen, utilizando apenastestesin vitro espor&
dicos (EILTS, 2005; MINTER & DeLIBERTO,
2005). Portanto, s0 necessariosestudos|ongitudi-
nais, nosquais afertilidadein vivo einvitro sgja
monitorada periodicamente.

Omeiocomercial, MPS0, mostrou melhores
resultados durante a etapa de refrigeragcdo. Esses
resultados, possivelmente, sGo devido apresencade
doiscrioprotetores, neste meio: glicerol edimetil-
formamida. Além disso, neste meio aporcentagem
deglicerol émenor quando comparado comomeio
TRIS8 %, portanto, menostoxico.

Quando foram examinadas as perdas napor-
centagem de motilidade esperméticaeintegridade
de membrananessafase, osresultados mostraram
uma superioridade da ordem de 3,3 % e 56,1 %,
respectivamente, domeio comercial, sobreo TRIS

8 %. O meio comercial MP50, além de dois
crioprotetores, contém trés aglicares em suacom-
posi ¢80, lactose, glicose efrutose. A lactose possui
um peso molecular mais ato que aglicose euma
baixa permeabilidade, limitando seu uso como
substrato de energia, funcionando, provavel mente,
maiscomo um crioprotetor extracelular. CHIRINEIA
et a. (2003), utilizando diferentes suplementagdes
de aglicares no meio diluente para congelagéo de
Ssémen canino, demonstraram umasuperioridade do
dissacarideo lactose em relacéo aos demais. Isto
poderiaexplicar osmelhoresresultadosobtidospelo
meio MP50 nessafase.

Durante a etapa de descongel agdo, néo foi
observadadiferencaentreosmeiosdiluentesparaas
caracteristicas examinadas. Contudo, entre as eta-
pasderefrigeracdo e congel agdo 0 sémen congela
do no meio MP50 perdeu 42,7 % naintegridade de
membranaeo nomeio TRIS8 %, apenas21,0 %, 0
gue permitiu aigualdade entre os meios nafase de
descongelacdo. O TRIS8 %, aém deter um siste-
matampao adequado, contém umaporcentagem de
glicerol maisalta(8 %), necessariaparaaprotecéo
da membrana espermatica durante o processo de
congelacao.

A microscopiaél etronicade transmissao foi
condderada, neste estudo, umtestedescritivo equa
litativo, identificando lesdesdamembranaplasmética
eacrossomal dos espermatozdides submetidosao
processo de criopreservagao. A criopreservacéo
causa efeitos severos na viabilidade do
espermatozoidediminuindo suafungéo (BURGESS
et al., 2001). Efeitos diretos podem matar o
espermatozdideoutornaloincapaz defertilizar, de-
vido alesbesdo acrossoma, enquanto osefeitosin-
diretospodem reduzir alongevidade esperméticapea
ateracdo estrutural damembranaplasmética. Em-
bora o processo de congelacéo cause |esdes seve-
rasdamembranaplasméticae acrossomal, vistasna
andlise ultra-estrutural e caracterizadas por edemae
ondul agBes, rupturas destas membranasndo foram
observadas neste estudo, como jadescritasem ou-
tros estudos (BURGESS et dl., 2001; STROM et
al., 1998).
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CONCLUSAO

Osresultados do presente estudo indicam que
durante o processo derefrigeracéo houve superiori-
dade do meio comercial MP50 relacionadaasalte-
racOes funcionaise morfol 6gicas, enquanto que na
avaliacdo pos-descongel acdo ndo houve diferenca
entre os meios diluentestestados. Estudos adicio-
nais, comparando resultados defertilidadein vivo
entre osmel os, contribuirdo paraelaboragdo deum
meio diluenteideal paraaespéciecanina

REFERENCIAS

BURGESS, C.M.; BREDL, J.C. S,; PLUMMER,
J.M.; ENGLAND, G C.W.Vita and ultrastructural
changesin dog spermatozoaduring cryopreservation.
Journal of Reproduction Fertility, v. 57, 357-363,
2001.

CHIRINEA, V. H.; MARTINS, M. . M.; SOUZA,
F F; TEBET, J M.; LOPES, M. D.; TRINCA, L.
A. Efeito dasuplementaco dediferentesaglicaresno
mel o0 de congelacdo desemen decées. RevistaBra-
sleiradeReproducadoAnimal, v. 27, p. 361-363,
2003.

CUNHA, I.C.N.; LOPES, M. D.; ZUCCARI, C.
E. S. N. Padronizag&o datécnicafluorescente para
avdiacdo daintegridade de membranasesperméticas
naespécie canina. In: CONGRESSO PAN-AME-
RICANO DE CIENCIASVETERINARIAS, 15,
1996. Campo Grande, Brasil. Proceedings... Mato
Grosso, 1996. p. 411.

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

GRAHAM, J.K.; MOCE, E. Fertility evaluation of
frozen/thawed semen. Theriogenology, v. 64, p.
492-504, 2005.

HARRISON, R. A. P; VICKERS, S. E. Use of
fluorescent probesto asses membraneintegrity in

Ciéncia Animal Brasileira, v. 7, n. 4, p. 407-415, out./dez. 2006

mammalian permatozoa. Jour nal of Reproduction
Fertility, v. 88, p. 343-352, 1990.

INAMASSU, A.; UECHI, E.; LOPES, M. D.
Viabilizacdo do teste hiposmatico em caese suare-
lagdo com outras varidveisesperméticas. Revista
BrasleiradeReproducdoAnimal, v. 23, p. 302-
304, 1999.

LARSSON, B.; RODRIGUEZ-MARTINEZ, H.
Canweuseinvitrofertlizationteststo predict semen
fertility? Animal Reproduction Science, v. 60-61,
p. 327-336, 2000.

MIESFILHO, A. Inseminagdo artificial noscaes.
In: Reproducao dosanimaiseinseminacao ar ti-
ficial. 6. ed. PortoAlegre: Sulina, 1987. p. 750.

MINTER, L. J.; DELIBERTO, T. J. Influence of
extender, freezing rate, and thawing rate on post-
thaw motility, viability and morphology of coyote
(Canislatrans) spermatozoa. Theriogenology, v.
64, p. 1898-1912, 2005.

MORTON, D. B. Artificid inseminationwith frozen
semeninthedog: principlesof DNA fingerprinting.
In: JONES D.E. and JOSHUA J.0O. (Eds.).
Reproductive clinical problems in the dog.
Bristol: Wrigth and SonsLtd.,1988. p. 169-186.

PAPAF.O.;ZAHNFE S;; DELL'AQUAJR, J. A,
ALVARENGA, M. A. Utilizacdo do diluenteM P50
para criopreservacao de sémen equino. Revista
BrasleiradeReproducdoAnimal, v. 26, p. 184-
186, 2002.

PAPA,F. O.;ALVARENGA, M. A.; BICUDO, S.
D.; LOPES, M. D.; RAMIRES, P. R. N. Colora-
¢ao espermaticasegundo Karras modificado pelo
emprego do Barbatiméo (Sthyphnodendrum
barbatiman). In. CONGRESSO DE BIOLOGIA
CELULAR, 3., 1986. Rio de Janeiro, Brasil.
Anais... Riode Janeiro, 1986. p. 86.



Caracteristicas morfofuncionais do sémen canino refrigerado e congel ado, usando dois diferentes meios diluentes

415

RIJSSELAERE, T.; VAN SOOM, A.; TANGHE,
S.;CORYN, M.; MAES, D.; DEKRUIF,A. New
techniquesfor theassessment of caninesemenqudlity:
Areview. Theriogenology, v. 64, p. 706-719, 2005.

STROM HOLST, B.; ROTA, A.; ANDERSEN
BERG, K.; LINDE-FORSBERG, C,;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, H. Caninespermhead
damage after freezing-thawing: ultrastructural
evd uation content of selected dements. Reproduction
DomesticAnimal, v. 33, p.77-82, 1998.

VERSTEGEN, J.; IGUER-OUADA, M
ONCLIN, K. Computer assisted semen analyzers

in andrology research and veterinary practice. In:
ANNUAL CONFERENCE OF THE
INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER
SOCIETY, Foz do Iguagu, Brasil. Proceedings...
Foz do Iguagu, 2002. p. 149-179.

VERSTEGEN, J. P; ONCLIN, K.; IGUER-
OUADA, M. Long-term motility and fertility
conservation of chilled canine semen using egg yolk
Tris-glucose extender: In vitro and in vivo
studies.Theriogenology, v. 64, p. 720-733, 2005.

Protocolado em: 5 maio 2006. Aceito em: 4 ago. 2006.

Ciéncia Animal Brasileira, v. 7, n. 4, p. 407-415, out./dez. 2006



