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Resumo

Com objetivo de avaliar o efeito de dois protocolos de descongelação
do sêmen canino congelado em três diluidores foram coletados
ejaculados de nove cães. Cada ejaculado foi dividido em 3 amostras,
centrifugado e os pellets tratados sob diferentes protocolos: 1º - meio
á base de glicina e gema de ovo; 2º - meio á base de TRIS e 3º - meio
M9. Foram envasadas 28 palhetas de 0,5ml segundo cada protocolo.
Amostras tratadas sob cada protocolo foram avaliadas (M1) quanto a
motilidade, vigor e integridade das membranas. As palhetas foram
refrigeradas a 5ºC por 60 min. e congeladas em N2. Uma amostra de
cada protocolo foi avaliada quanto: motilidade, vigor e integridade
das membranas após o equilíbrio (M2). Eram sempre descongeladas
três pares de palhetas, sendo que cada par havia sido congelado sob
um mesmo protocolo. Uma das palhetas de cada par era descongelada
a 37ºC por 30 segundos e outra a 72ºC por 8 segundos. Cada grupo
foi avaliado após o descongelamento (M3) quanto a motilidade e
vigor espermático, avaliação computadorizada do movimento,
integridade das membranas e avaliação acrossomal por meio de Fitc-
PNA e PI. As amostras foram mantidas em banho Maria a 37ºC por
1h para o teste de longevidade espermática e reavaliadas (M4) quanto
à motilidade e vigor espermáticos, integridade das membranas. Após
análise estatística concluímos que as células espermáticas caninas
descongeladas a 72ºC por 8 segundos apresentaram um maior
somatório de bons resultados quanto aos testes de viabilidade
espermática in vitro empregados.
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Introdução

A criopreservação e suas conseqüências
sobre a célula espermática são os assuntos mais
descritos e estudados pelos pesquisadores da
área de biotecnologia do sêmen. Sabemos que
tanto a refrigeração como a congelação e
descongelação são eventos que podem
culminar em alterações irreversíveis da célula
espermática. São necessários ainda muitos
estudos para que possamos compreender a
origem destas alterações para que, num
futuro, estes efeitos deletérios possam ser
minimizados ou eliminados1,2.

Watson2 afirmou que as mudanças

pós-ejaculatórias do espermatozóide no
trato feminino em sua preparação para a
fusão com o oócito devem ser vistas como
a continuidade no desenvolvimento e
maturação espermática, processo este que
teve inicio no epidídimo. A criopreservação
implica em uma pausa neste processo natural
pelo qual o espermatozóide é “inativado”,
porém, ao invés de ser “reativado” no
estágio de onde tinha parado, sua maturação
é afetada pelo processo. Concluiu ainda que
o processo de criopreservação faz com que
os espermatozóides se tornem mais reativos
pelo fato de suas membranas sofrerem
mudanças na fluidez e tornarem-se mais
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permeáveis ao cálcio. Estes fenômenos
podem promover a capacitação e reação do
acrossomo, diminuindo o tempo de vida útil
do espermatozóide, impossibilitando a
futura fertilização do no local e momento
apropriado.

O meio diluidor deve proteger as
células espermáticas dos efeitos adversos de
todo o processo de criopreservação. As
propriedades protetoras de um meio
diluidor são atribuídas aos diferentes
componentes deste meio e da sua interação
com as células espermáticas de uma
determinada espécie, e ainda, de um
determinado indivíduo2,3,4.

O processo de descongelamento
parece ser tão deletério aos espermatozóides
quanto a congelação e os principais efeitos
adversos são principalmente atribuídos ao
fenômeno de recristalização dos microcristais
de gelo intracelulares podendo provocar
ruptura da membrana plasmática devido a
suas formas pontiagudas e a alterações bruscas
no volume celular decorrentes da acomodação
dos diferentes gradientes osmóticos gerados
durante a congelação2,3,5,6.

Um protocolo de congelação e
descongelação de sêmen deve incluir a
temperatura e o período de exposição ideal,
considerando-se, para tanto, as características
particulares daquele protocolo. Várias
temperaturas e tempos de exposição têm sido
descritos para a descongelação do sêmen
canino, assim como inúmeros protocolos de
congelação e descongelação1,4,7,8,9. A
descongelação com exposição a altas
temperaturas por um curto período de
tempo tem sido preconizada para a
descongelação do sêmen canino1,4,7,9,10,11

conferindo longa viabilidade às amostras de
sêmen tanto in vitro como in vivo. Em
contrapartida, os protocolos mais utilizados
para outras espécies animais, incluindo aquele
preconizado pelo Ministério da
Agricultura12, indicam a descongelação de
palhetas de 0,5ml à 37ºC durante 30
segundos.

Após o processo de congelação e
descongelação das células espermáticas,

testes de alta correlação com a fertilidade
devem ser realizados, para que se verifique a
viabilidade dos diluidores e\ou dos métodos
de congelação utilizados1,13.

O movimento retilíneo progressivo
é considerado normal em cães, e reflete uma
completa habilidade e viabilidade para
fertilizar o ovócito4, por tanto, a avaliação
subjetiva do movimento espermático é
muito importante e deve ser rotineiramente
realizada, porém, pelo fato de ser realizada
por um técnico, pode estar sujeita a um
grande número de variações, principalmente,
no que diz respeito ao grau de habilidade e
experiência do avaliador14. Para que estas
variações sejam minimizadas uma avaliação
computadorizada do movimento espermático
pode ser realizada. Recentemente, Iguer-Ouada
e Verstegen14 propuseram a padronização de
um avaliador computadorizado de
movimento espermático (HTR-IVOS10
analyzer, Hamilton Thorn Research, Beverly,
Mass, USA) que apresentou ótimos
resultados na avaliação de espermatozóides
da espécie canina.

Métodos identificadores da
integridade das membranas espermáticas
têm sido utilizados na avaliação de diferentes
técnicas de conservação do sêmen1,6,13,15,16,17.
Cunha18 padronizou um teste para a
verificação da integridade das membranas
espermáticas de cães por meio de sondas
fluorescentes, sendo elas o diacetato de
carboxifluoresceína e o iodeto de propídeo.

O isotiocianato fluorescinado (Fitc) é
uma sonda fluorescente comum e largamente
utilizada para verificação do estado acrossomal.
O Fitc deve estar ligado a uma lecitina, que é
uma proteína ou uma glicoproteina isolada de
sementes de várias plantas. Estas lecitinas se ligam
especificamente a resíduos de açúcares
encontrados em locais específicos da célula. As
duas lecitinas mais utilizadas na verificação de
estado acrossomal são o PSA - aglutinina Pisum
sativum oriunda da ervilha, que se liga à matriz
acrossomal e o PNA - aglutinina Arachis hypogea
originária do amendoim que se liga à
membrana acrossomal externa1,5,13,19,20,21.

A alteração da fluidez das membranas
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espermáticas durante a capacitação propicia
a fusão da membrana acrossomal externa
com a membrana plasmática, este fenômeno
fusogênico é conhecido como reação do
acrossomo13,19. Cross e Watson20 e Medeiros
et al.21 utilizaram o Fitc-PNA para verificar
o estado acrossomal de espermatozóides
bovinos e eqüinos, respectivamente, e
sugeriram que tal sonda fluorescente se liga
a membrana acrossomal externa quando esta
exibe uma alteração de permeabilidade. Para
que se pudessem diferenciar os
espermatozóides com a total perda do
acrossomo dos acrossomos intactos utiliza-
se o iodeto de propídio em conjunto com
o Fitc PNA13,21.

Com vista no exposto tivemos como
objetivo neste experimento avaliar o efeito
de dois diferentes protocolos de
descongelação do sêmen canino congelado
em três diferentes diluidores sobre a
qualidade do movimento espermático,
integridade das membranas espermáticas e
a condição acrossomal.

Materiais e Métodos

Animais

Foram coletados e processados
ejaculados de nove cães (um ejaculado por
cão) provenientes de criatórios particulares
da cidade de Botucatu-SP. A colheita foi
realizada por meio de massagem peniana.

Exame do Sêmen

Motilidade e vigor espermático: através de
microscopia de contraste de fase e o
resultado expresso em porcentagem (0-100)
para a motilidade e através de um escore de
zero a cinco (0-5)12 para o vigor.

Integridade das membranas: pela
associação do Iodeto de Propídio e
Carboxifluoresceína18. Foram contadas 100
células e classificadas como: íntegras - células
emitindo fluorescência verde ou lesadas –
células com o núcleo emitindo fluorescência
vermelha.

Avaliação do estado acrossomal: pela
associação do iodeto de propídio (PI) e do

Fitc-PNA. Foi realizada a contagem de 200
células espermáticas em campo claro e,
imediatamente após, as mesmas células
foram examinadas sob epifluorescência e
classificadas como: reação acrossomal
verdadeira - emitindo apenas fluorescência
verde (Fitc-PNA); falsa reação do acrossomo
- emitindo fluorescência verde na região
acrossomal (Fitc-PNA) e vermelha (PI);
espermatozóide lesados - emitindo apenas
fluorescência vermelha (PI); espermatozóide
intactos - células verificadas somente sob
campo claro (não emitindo fluorescência).

Procedimentos experimentais

Depois de coletado e avaliado, cada
ejaculado foi dividido em 3 amostras
idênticas, acrescida, na proporção de 1:1, de
meio à base de leite desnatado e glicose22

(pH-7,26; 355 mOSM) e centrifugada por 5
min. a 800g. Os 3 “pellets” formados foram
tratados sob diferentes protocolos segundo
a metodologia descrita por Cunha e Lopes23:
GG - ressuspendido em meio á base de
glicina e gema de ovo (GG) sem glicerol
(pH 7; 285 mOSM) e após 5 min. acrescido
de GG com 12,8% de glicerol e envasado;
TRIS - ressuspendido em meio á base de
TRIS, acido cítrico e glicose (TRIS) com 3%
de glicerol (pH 6,10; 788 mOSM) e após 5
min. acrescido de TRIS com 7% glicerol e
envasado e M9 - ressuspendido em meio
M9 (33% Merck-gema, 33% Kenney, 33%
DME® (Sigma), 5% glicerol na solução
final) e envasado em palhetas de 0,5ml,
ficando este protocolo com 5% de glicerol
em sua concentração final. Foram envasadas
28 palhetas de 0,5ml segundo cada
protocolo, ficando as palhetas com
concentração espermática média de 33,73
milhões de espermatozóide/ palheta.

Amostras tratadas sob cada
protocolo foram avaliadas (M1) quanto a
motilidade e vigor espermáticos e integridade
das membranas e levadas a um refrigerador
computadorizado programado para a
temperatura de 5ºC. Tal temperatura foi
atingida após 20 min. de refrigeração e
permaneceu por mais 40 min. nesta
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Tabela 1 – Medianas da motilidade espermática (%) do sêmen canino
                      congelado e descongelado avaliadas após a diluição
                       (M1), após o período de equilíbrio (M2), após 10 min. da
                       descongelação (M3) e após o teste de longevidade (M4),
                      nos seis grupos propostos. Botucatu, 2002

Tabela 2 - Medianas do vigor espermático (escore de 0 - 5) do sêmen
                     canino congelado e descongelado avaliadas após a
                       diluição (M1), após o período de equilíbrio (M2), após 10
                       min. da descongelação (M3) e após o teste de longevidade
                     (M4), nos seis grupos propostos. Botucatu, 2002

Letras maiúsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferença
estatística entre diluidores para cada temperatura de descongelação
(G1 x G3 x G5) e (G2 x G4 x G6) (p<0,05).
Ä indica tendência a superioridade estatística entre diluidores para cada
temperatura de descongelação (G1 x G3 x G5) e (G2 x G4 x G6)
(0,05<p<0,10).
*indica tendência a superioridade estatística entre temperaturas para
cada diluidor (G1xG2), (G3xG4) e (G5xG6) (0,05<p<0,10)

temperatura para o equilíbrio23. Decorrido
período de equilíbrio as palhetas foram
levadas a uma caixa de isopor e mantidas a
4 cm do N2 por 20 min. e após mergulhadas
no N2 e armazenadas em botijões
apropriados23. Uma amostra de cada
protocolo foi levada diretamente do
equilíbrio ao banho Maria 37ºC por 10 min.
e avaliada (M2) quanto à motilidade e vigor
espermáticos e integridade das membranas
espermáticas, pelos métodos descritos
anteriormente.

Na primeira etapa foram descongeladas
18 palhetas congeladas sob cada protocolo.
Eram sempre descongeladas três pares de
palhetas de uma mesma partida de congelação,
sendo que cada par havia sido congelado sob
um mesmo protocolo. Uma das palhetas de
cada par foi descongelada a 37ºC por 30
segundos e outra palheta descongelada a
72ºC por 8 segundos formando os grupos:
G1 - GG descongelado a 37ºC por 30 seg.;
G2 - GG descongelado a 72ºC por 8 seg.;
G3 - M9 descongelado a 37ºC por 30 seg.;
G4 - M9 e descongelado a 72ºC por 8 seg.;
G5 - TRIS descongelado a 37ºC por 30 seg.;
G6 - TRIS e descongelado a 72ºC por 8
segs.

Cada grupo foi avaliado quanto após
o descongelamento (M3) à motilidade e
vigor espermático e integridade das
membranas. As amostras foram mantidas
em banho Maria 37ºC e, decorridos 30 min.,
em média, do descongelamento, foi realizada
a avaliação da qualidade do movimento
espermático através de avaliação
computadorizada (Hamilton Thorn
Research – IVOS 10) sendo verificados os

parâmetros: motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), padrão médio
de velocidade(VAP) e linearidade(LIN).

As amostras foram mantidas em
banho Maria a 37ºC por 1h após o
descongelamento para o teste de longevidade
espermática e, após este período, reavaliadas
(M4) quanto à motilidade e vigor
espermáticos, integridade das membranas.

Posteriormente foram descongeladas
10 palhetas congeladas sob cada protocolo
(n=30) sendo cinco amostras para cada
grupo descrito (G1, G2, G3 e G4) e nestas
amostras realizada a avaliação do estado
acrossomal.

Métodos estatísticos utilizados

Para a comparação entre dois
momentos no mesmo tratamento: prova
não paramétrica de Wilcoxon para pequenas
amostras pareadas, com o cálculo da
estatística p. Para a comparação entre 3
momentos no mesmo tratamento: prova
não paramétrica de Friedman para amostras
dependentes, com o cálculo das estatíticas c2

e p.
Para a comparação entre tratamentos

em cada momento: prova não paramétrica
de Friedmam com o cálculo das estatísticas
c2 e p.

As estatísticas calculadas foram
consideradas significantes quando p<0,05.
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Nos casos em que 0,05<p<0,10 foi referida
tendência à significância, já que p é a
probabilidade de erroneamente concluir pela
significância.

Tabela 3 - Medianas da integridade das membranas espermáticas (%)
                    do sêmen canino congelado e descongelado avaliadas
                     após a diluição (M1), após o período de equilíbrio (M2),
                     após 10 min. da descongelação (M3) e após o teste de
                     longevidade (M4), nos seis grupos propostos. Botucatu,
                   2002

Letras maiúsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferença
estatística entre diluidores para cada temperatura (G1 x G3 x G5) e (G2
x G4 x G6) (p<0,05).
Letras minúsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferença
estatística entre temperaturas para cada diluidor (G1xG2), (G3xG4) e
(G5xG6) (p<0,05)

Tabela 4 – Mediana da qualidade do movimento espermático descrito
                       por motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
                       velocidade média (VAP) e linearidade do movimento
                       (LIN) avaliada após 30 min. da descongelação, nos seis
                      grupos propostos. Botucatu, 2002

Letras maiúsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferença
estatística entre diluidores para cada temperatura (G1 x G3 x G5) e (G2
x G4 x G6) (p<0,05).
* em uma mesma linha indicam superioridade estatística entre
temperaturas de descongelação para cada diluidor (G1xG2), (G3xG4)
e (G5xG6) (p<0,05)

Tabela 5 – Mediana da porcentagem de células lesadas (Ls) e com
                       reação do acrossomo verdadeiras (Rv) após a
                      descongelação do sêmen canino, nos seis grupos
                      propostos. Botucatu, 2002

* indica significa diferença estatística significativa

Resultados e Discussão

O resfriamento, congelação e
descongelação preservam a célula
espermática, porém inúmeros danos são
verificados após a descongelação2,3.
Comprovamos que houve uma diminuição
de viabilidade espermática após a congelação
e descongelação, com diminuição de
motilidade e vigor espermático e da
integridade das membranas espermáticas em

todos os grupos estudados a despeito do
meio diluidor utilizado ou da temperatura
em que se realizou a descongelação (Tabelas
1, 2, e 3).

Quando avaliamos amostras
processadas em diferentes meios diluidores
e descongeladas em cada temperatura
distintamente, verificamos que não houve
diferença estatística entre os grupos quanto
à motilidade e que, quanto ao vigor
espermático houve tendência estatística de
superioridade dos grupos imediatamente
após a descongelação a 72°C (M3) (Tabela
2). Comparando-se os diluidores em cada
temperatura de descongelação (G1xG3xG5
e G2xG4xG6) observamos que houve
tendência a superioridade quanto ao vigor
espermático no grupo congelado sob o
protocolo M9 frente aos outros protocolos
quando se descongelava o sêmen a 37°C,
concordando com os resultados de Cunha
e Lopes23.

Após o teste de longevidade também
não houve diferença estatística do vigor
espermático entre os grupos, porém, houve
tendência (0,05<p<0,10) do GG e do M9 a
apresentarem os maiores valores, sendo que
dentre estes dois grupos, o G4 (M9
descongelado a 72ºC) foi o que apresentou
maiores valores.

A formação de espécies reativas de
oxigênio é um dos fatores que age
negativamente sobre a célula espermática
durante o processo de refrigeração e
congelação do sêmen18,24. Cunha18 e Papa et
al.25 sugeriram que a glicina exerce uma
função de antioxidante quando presente no
meio diluidor. Este aminoácido está presente
no diluidores GG e M9.
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O diluidor M9 além da glicina possui
uma gama de outros aminoácidos em sua
composição, entre eles a cisteina que, como
descrito por Bilodeau et al.24, é um precursor
intracelular da glutationa, que, por sua vez, é
um antioxidante capaz de reagir e anular
diretamente espécies reativas do oxigênio o
que pode justificar uma tendência a
superioridade deste grupo frente aos
congelados sob outros protocolos e
descongelado a 37°C (Tabela 2).

Verificamos, no entanto,
superioridade estatística quanto à
porcentagem de membranas íntegras nos
grupos congelados com TRIS após o teste
de longevidade (M4), tanto nos grupos
descongelados a 37ºC (G1=G3≤G5) como
nos grupos descongelados a 72ºC
(G2≤G4≤G6) (Tabela 3). Entretanto, nos
grupos congelados com meio TRIS,
verificou-se, também, uma diminuição
significativa da linearidade do movimento
espermático após a descongelação, tanto no
grupo descongelado com 37ºC como no
descongelado com 72ºC (Tabela 4).
Observamos ainda uma quantidade
significativamente maior de células exibindo
reação do acrossomo verdadeira nestes
mesmos grupos após a descongelação (G5
e G6) (Tabela 5).

Rigau et al.26 avaliaram o efeito da
glicose e o da frutose sobre o padrão de
motilidade do sêmen canino. Estes autores
concluíram que a frutose produz um
movimento espermático mais rápido e linear
enquanto a incubação em glicose induz a
movimentos oscilatórios semelhantes aos
verificados após a hiperativação espermática.
O meio TRIS contém apenas glicose em sua
constituição enquanto o GG possui frutose
e glicose. O que pode justificar a diferença
de padrão de motilidade entre estes dois
meios.

O EDTA, que está presente no M9,
é um quelante de cálcio, sendo assim, a
concentração do cálcio em presença desta
substância no meio é diminuída. A entrada
de cálcio na célula espermática leva à
capacitação espermática que, por

conseguinte, induzirá movimentos
oscilatórios assim como desencadeará uma
série de alterações que culminará na reação
do acrossomo19. O meio M9 provavelmente
exerceu uma maior proteção às células
espermáticas, diminuindo os risco do inicio
do processo de capacitação.

Podemos aqui especular que o
diluidor TRIS, nas condições utilizadas neste
experimento, não foi tão eficiente quanto o
GG e o M9 em proteger o metabolismo
espermático e as membranas espermáticas,
permitindo o inicio do processo de
capacitação, uma vez que, algumas das
características observadas com o
desencadeamento deste processo são: o
aumento do influxo de cálcio com alteração
do padrão de movimento espermático
(alteração linearidade do movimento)
(Tabela 4) e ainda um aumento da fluidez
da membrana acrossomal externa sem que
tenha havido a ruptura da membrana
plasmática externa (reação acrossomal
verdadeira) (Tabela 5), explicando ainda, a
maior quantidade de células espermáticas
íntegras presentes nos grupo G5 e G6 quando
comparado aos demais3,19 (Tabela 3).

O teste de verificação do estado
acrossomal utilizando-se Fitc-PNA e iodeto
de propídio sob microscopia de
epifluorescência não tinha sido ainda descrita
para a espécie canina, no que se refere ao
conhecimento dos autores deste trabalho. O
Fitc-PNA liga-se a radicais glicosilados que
são expostos na membrana acrossomal
externa com alteração de permeabilidade,
que pode ser considerado um dos eventos
precursores da reação do acrossomo19,
permitindo assim, a avaliação qualitativa do
estado do acrossomal de uma amostra de
sêmen. Entretanto, o Fitc-PNA liga-se
também a resíduos de açúcares presentes nos
meios diluidores, e ainda, a maioria das
lecitinas liga-se ao leite, gema de ovo e a
outras partículas presentes no plasma seminal
dificultando a avaliação13. Considerando-se
este fato, a realização de centrifugação e
lavagem das amostras de sêmen antes da
realização desta avaliação, que não foi
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realizada neste experimento e que poderia
evitar a coloração de resíduos de diluidores
deveria ser ponderada. Devemos ainda
ressaltar que a avaliação do estado
acrossomal em nosso experimento foi
realizada apenas em parte dos animais
estudados (30 palhetas, provenientes de 5
dos 9 doadores).

Os grupos congelados em GG
conservaram melhor MT, MP, VAP e LIN
após a descongelação, estes achados
concordam com os de Lopes e Papa27 e
com os de Barnabé e Barnabé28 e ainda com
as conclusões de Rigau et al.26, já que este é o
meio diluidor GG é o único que leva frutose
em sua composição. Verificamos ainda que
o grupo congelado com GG e
descongelado a 72ºC apresentou sempre a
melhor qualidade de movimento
espermático (Tabela 4).

Após a avaliação estatística dos dados
do vigor espermático, observamos a
tendência a superioridade (0,05<p<,10) das
amostras onde a descongelação foi realizada
a 72ºC por 8 segundos nos grupos
congelados em GG e em TRIS (Tabela  2).
Após o teste de longevidade não se verificou
diferença entre os grupos quando avaliadas
as temperaturas de descongelação em cada
diluidor (G1=G2) (G3=G4) (G5=G6).

Quanto à integridade das membranas
avaliada entre as diferentes temperaturas de
descongelação em um mesmo meio
(G1=G2) (G3=G4) (G5=G6) verificamos
que não houve diferença estatística
significativa entre as temperaturas ou entre
os meios diluidores após a diluição das
amostras, período de equilíbrio e
descongelação (Tabela 3). Após o teste de
longevidade quando comparamos as
amostras congeladas em meio M9 (G3 e G4)
verificamos que as descongeladas a 72ºC
eram superiores àquelas descongeladas a
37ºC corroborando com os achados
descritos por Cunha e Lopes23.

Foi observada grande diferença

quanto aos valores verificados pela
avaliação da motilidade subjetiva e a
avaliação computadorizada das amostras
de sêmen (Tabelas 1 e 4). Provavelmente
tal fato ocorreu devido ao tempo decorrido
entre a avaliação subjetiva da motilidade
(primeiro item a ser avaliado imediatamente
após as descongelações) e a avaliação
computadorizada do movimento espermático
(último item a ser observado, geralmente 30
min. após as descongelações). Um decréscimo
de ~ 45% na motilidade espermática após 60
min. de incubação do sêmen canino a 37ºC foi
também descrito por Rigau et al.26.

Verificamos que a motilidade
progressiva (MP) a velocidade média (VAP)
e a linearidade do movimento (LIN) foram
maiores com a descongelação a 72ºC, nos
grupos onde os diluidores GG e TRIS foram
utilizados (Tabela 4).

De uma maneira geral, o movimento
espermático apresentou-se superior para o
grupo congelado em meio Glicina Gema e
descongelado a 72ºC por 8 segundos (G2),
porém, testes in vivo de fertilidade deverão
ser realizados para que os resultados destas
avaliações in vitro sejam comprovados.

A partir dos resultados obtidos neste
experimento, concluímos que as células
espermáticas caninas descongeladas a 72ºC
por 8 segundos apresentaram um maior
somatório de bons resultados quanto aos
testes de viabilidade espermática in vitro aqui
empregados.
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Abstract

To verify the effect of  three different extenders and two thawing
temperatures on frozen-thawed canine sperm characteristics, one
ejaculate from nine dogs were separately collected and processed (n=9).
Each ejaculate was divided into 3 equal samples and centrifuged. The
pellets were re-suspended using: 1st pellet – Glicyne-egg yolk extender
(GEY), 2nd pellet - TRIS extender and 3rd pellet - M9 extender and all
samples were filled in 0.5ml straws. A total of 84 straws (28 for each
protocol) were done. The sperm motility, vigour and plasma
membrane integrity from each protocol were immediately evaluated
(M1) and the straws were brought to a refrigerator at 5ºC for 60
minutes. After that, a sample from each protocol was warmed up in
a water bath 37ºC for 5 min. and sperm motility, vigour and plasma
membrane integrity were evaluated (M2). The straws were frozen in
liquid nitrogen. One straw from each protocol was thawed at 37ºC
for 30 sec and another at 72ºC for 8 sec and the sperm motility;
vigour, CASA and plasmatic membrane integrity and acrossomal
status using FITC-PNA stain were evaluated (M3). Plasma membrane,
sperm motility and vigour were evaluated after a 1-hour incubation at
37ºC (M4). Statistical analysis showed that the higher temperature
had positive effect on froze-thawed canine sperm characteristics. The
best results were taken when canine semen was frozen in GEY
extender and thawed 72ºC for 8 sec.

Key-words:
Canine.
Semen.
Cryopreservation.
Sperm evaluation.
Fitc-PNA.
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