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Influéncia de diferentes sistemas e curvas de congelamento na
congelabilidade e fertilidade do sémen equino

[Influence of systems and freezing curve in equine semen freezability and fertility]
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RESUMO

Avaliou-se o efeito de curvas de congelagdo nos parametros esperméticos e na fertilidade, usando sémen
de alta e baixa congelabilidade. Experimento 1 — utilizou-se sémen de quatro garanhdes resistentes a
congelacdo: grupo 1, palhetas refrigeradas até 5°C e congeladas com curva de -8°C/min; grupos 2 e 3,
palhetas refrigeradas até 5°C (0,5°C/min.) e congeladas com curvas de -20°C/min e -10°C/min,
respectivamente. Experimentos 2 e 3 — utilizaram-se cinco garanhBes (Mangalarga Marchador),
respectivamente, de alta e baixa congelabilidade: grupo 4, a mesma metodologia descrita no grupo 1;
grupos 5 e 6, palhetas refrigeradas até 5°C (0,5°C/min) e congeladas com curva de -20°C/min, entre 5°C
e -60°C, e -10°C/min, entre -60°C e -100°C (grupo 5), e -25°C/min, de 5°C até -100°C (grupo 6). O
sémen foi avaliado apds descongelamento pelo método computadorizado. No experimento 1, ndo houve
diferenca nos parametros avaliados. No experimento 2, os parametros motilidade total (MT) e motilidade
progressiva foram superiores aos do grupo 6 em relacdo ao grupo 4. No experimento 3, a MT foi superior
no grupo 6 em relacdo ao grupo 4. As curvas de congelagdo mais rapidas apresentaram melhores
pardmetros de cinética espermética, apés a descongelacdo, para o sémen de garanhfes da raca
Mangalarga Marchador.

Palavras-chave: criopreservacdo, espermatozoide, garanhdo, Mangalarga Marchador, viabilidade
espermatica

ABSTRACT

The effect of freezing curves on sperm parameters and fertility, using resistant and sensitive semen to
cryopreservation, was evaluated. In experiment 1, Semen from 4 stallions resistant to freezing was used:
Group 1, straws were cooled to 5°C and frozen with a curve of - 8°C/min; Groups 2 and 3, straws were
cooled to 5°C (0.5°C/min) and frozen with curves of - 20°C / min and - 10°C/min, respectively. In
experiments 2 and 3, 5 stallions (Mangalarga Marchador) presenting respectively resistant and sensitive
sperm to cryopreservation were used: Group 4, same methodology described for Group 1 was performed;
Groups 5 and 6, straws were cooled to 5°C (0.5°C/min) and frozen with a curve of - 20°C/min. between
5°C and - 60°C and -10°C/min. between - 60°C and - 100°C (Group 5) and - 25°C/min. 5°C to - 100°C
(Group 6). Thawed-semen was evaluated by the computerized method CASA. In Experiment 1, there was
no difference in the evaluated parameters. In Experiment 2, total motility (MT) and progressive motility
(PM) were higher in Group 6 compared to Group 4. In Experiment 3, TM was higher in Group 6 than
Group 4. The faster freezing curves showed better parameters of sperm kinetics after thawing, for the
Mangalarga Marchador stallion semen.
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INTRODUCAO

Os avangos alcancados na congelagdo e na
inseminacdo artificial com sémen congelado
equino trouxeram como vantagens menor custo
de transporte, disponibilidade do sémen, melhor
programagdo da inseminacdo e menor risco na
transmissdo de doencas venéreas. No entanto, é
sabido que as inseminac@es artificiais utilizando
sémen congelado ainda resultam em menores
taxas de fertilidade, quando comparadas aos
resultados com sémen a fresco ou resfriado
(Watson, 2000; Alvarenga et al., 2016).

A faixa critica de temperatura para 0s
espermatozoides no processo de congelacéo é de
-3°C e -10°C; nesse momento, ocorre a formagéo
de cristais de gelo e a liberacdo do calor latente
de fusdo, o qual acarreta aumento de temperatura
do sistema e as maiores injdrias celulares. Assim,
a velocidade de congelacdo nesse periodo deve
ser a mais rapida possivel (Chaveiro et al.,
2006). Durante essa faixa critica, existe mudanca
no gradiente osmatico entre os meios intra e
extracelular, alterando o equilibrio, e ocorre a
desidratacdo celular. Nesse ponto, a curva de
congelacdo deve ser lenta, para evitar a
congelacdo da agua intracelular (Alvarenga et
al., 2016).

A curva de congelagdo € importante na
manutenc¢do da integridade celular. A curva ideal
deve ser lenta o bastante para permitir a
desidratacdo suficiente da célula espermatica, a
fim de evitar a formacdo de cristais de gelo
intracelular, e rapida o bastante para evitar a
exposicdo dos espermatozoides nas solucdes
hipersaturadas no momento da formagdo dos
cristais de agua no ambiente extracelular
(Graham, 1996; Watson, 2000; Medeiros et al.,
2007).

A curva de congelacdo tida como Otima varia
entre -30 e -50°C/min na maioria das espécies
animais, com resultados satisfatorios na
viabilidade celular (Medrano et al., 2009). No
entanto, em equinos, em fungdo de fatores
individuais e raciais relacionados & resisténcia
dos espermatozoides (Alvarenga et al., 1996), a
curva de congelacdo com melhores resultados
varia entre -20 e -100°C/min (Sieme et al., 2008),
dependendo do método de processamento do
ejaculado e do tipo de armazenamento dos
espermatozoides. Assim, as maquinas de
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congelacdo podem minimizar as variacdes
individuais (Medrano et al., 2009).

Ha também fatores individuais e raciais
relacionados a resisténcia dos espermatozoides
equinos ao congelamento, jA que o resultado
dessa biotecnologia é bastante variavel entre o0s
garanhdes (Alvarenga et al., 1996; Vidament et
al., 1997; Samper e Morris, 1998).

Visto que a congelacdo de sémen possibilita a
preservacdo seminal de garanhdes geneticamente
superiores e que importancia elevada é atribuida
a metodologias de congelacdo que melhoram a
viabilidade espermética, este estudo teve por
objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes curvas
de congelagdo de sémen por meio de aparelhos
computadorizados em comparacao a metodologia
de congelag¢do em caixa de isopor, com sémen e
garanhdes de alta e baixa congelabilidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro garanhdes de diferentes
racas (Westfallen, Hannoverano, Puro Sangue
Arabe e Quarto de Milha), com idade variando
entre cinco e 20 anos, resistentes ao processo de
congelacdo. Para selecdo dos animais, realizou-
se coleta e congelamento de sémen de dois
ejaculados de cada animal, os quais foram
classificados com alta congelabilidade quando
apresentaram reducdo menor que 30% na
motilidade total nas amostras descongeladas na
curva de congelagio de -8°C/min e
descongeladas a 46°C por 20 segundos
(Dell’Aqua et al., 2001)

Seis ejaculados foram coletados de cada
garanhdo, com intervalo de trés dias, utilizando-
se vagina artificial. Os ejaculados foram diluidos
1:1 (v/v), com diluente & base de leite desnatado
(Botu-Semen™, Botupharma, Botucatu, Brasil),
e centrifugados a 600 x g por 10 minutos. O
pellet foi ressuspendido com diluente de
congelamento a base de gema de ovo (Botu-
Crio™ Botupharma, Botucatu, Brasil), em uma
concentragdo final de 200 milhGes de
espermatozoides méveis/mL.

As amostras de sémen foram acondicionadas em
palhetas de 0,5mL e criopreservadas em trés
diferentes metodologias: grupo 1 (G1): as
palhetas foram refrigeradas até 5°C/20 min em
refrigerador comercial (Mitub™ Minitub do
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Brasil Ltda.,, Porto Alegre, RS, Brasil) e
posteriormente  congeladas em vapor de
nitrogénio liquido, a 6cm da superficie do
nitrogénio liquido, por 20 minutos, na curva de
congelagdo de -8°C/min; grupo 2 (G2): as
palhetas foram refrigeradas até 5°C na maquina
TK 3000 (TK Tecnologia em Congelacéo,
Uberaba, Brasil) com curva de 0,5°C/min e
congeladas com curva de -20°C/min até atingir -
100°C; grupo 3 (G3): as palhetas foram
refrigeradas até 5°C na maquina TK 3000 com
curva de 0,5°C/min e congeladas com curva de -
20°C/ min até atingir -60°C e a curva de -
10°C/min entre -60°C e -100°C.

Apo6s o processo de congelagdo, as palhetas
foram imersas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -196°C até a analise. Em todos os
grupos, as palhetas foram descongeladas a 46°C
por 20 segundos (Dell’Aqua et al., 2001). Os
espermatozoides foram transferidos para um
microtubo de 1,5mL e colocados em bloco seco a
37°C para a avaliacdo do sémen.

Cinco campos por amostra foram selecionados
para a avaliagdo dos parametros de cinética por
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis.
HTM-IVOS 12, Hamilton Thorne Research,
USA). A sele¢do dos campos foi realizada de
forma aleatéria, na regido central da cdmara de
Makler, utilizando o setup para espécie equina
descrito por Monteiro et al. (2011). A
integridade da membrana plasmatica foi avaliada
utilizando-se as sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina e iodeto de propidio
(CFDA/PI), como descrito por Harrison e
Vickers (1990).

Para avaliagdo da fertilidade, foi realizado um
ensaio cross-over, com 23 éguas (46 ciclos
estrais) com idade entre trés e 15 anos. As éguas
foram utilizadas em ciclos randomizados, em um
sistema cross-over, que usou amostras seminais
dos grupos 1 e 2. As éguas foram monitoradas
diariamente por ultrassonografia transretal.
Quando os foliculos atingiram 35mm, a ovulagao
foi induzida com 1mg (i.m.) de deslorelina. Vinte
e quatro horas ap6s a inducdo da ovulacdo, as
éguas foram monitoradas a cada seis horas até a
deteccdo da ovulagdo. Em seguida, a
inseminacdo foi realizada na ponta do corno
uterino ipsilateral a ovulagcdo usando-se uma
pipeta  flexivel contendo 800 x  10°
espermatozoides moveis. A gestagdo foi
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diagnosticada por ultrassonografia entre 12 e 15
dias ap6s a ovulacao e foi interrompida com uma
aplicacdo de 5mg (i.m) de dinoprost
trometamina.

No experimento 2, cinco garanhfes da raca
Mangalarga Marchador, com idade variando
entre cinco a 17 anos, resistentes ao processo de
congelacdo, foram usados. Para selecdo dos
animais, realizou-se coleta e congelamento de
sémen de dois ejaculados de cada animal, os
quais  foram  classificados com  alta
congelabilidade quando apresentaram reducéo
menor que 40% na motilidade total nas amostras
descongeladas na curva de congelacdo de -
8°C/min e descongeladas a 46°C por 20
segundos (Dell”Aqua et al., 2001).

No experimento 3, cinco garanhfes da raca
Mangalarga Marchador, com idade variando de
cinco a 16 anos, com baixa resisténcia ao
processo de congelagdo, foram usados. Os
animais foram classificados com baixa
congelabilidade quando apresentaram redugéo de
pelo menos 40% na motilidade total inicial nas
amostras descongeladas.

Nos experimentos 2 e 3, dois ejaculados foram
coletados de cada garanhdo ao longo de um
intervalo de trés dias, usando-se vagina artificial.
Ambos os ejaculados foram diluidos 1:1 (v/v)
com diluente a base de leite desnatado (Botu-
Semen™, Botupharma, Botucatu, Brasil) e
centrifugados a 600 x g por 10 minutos. O pellet
foi suspenso em um diluente para congelamento
a base de gema de ovo (Botu-Crio™,
Botupharma, Botucatu, Brasil), na concentracéo
de 200 milhdes de espermatozoides moéveis/mL.

As amostras de sémen foram envasadas em
palhetas de 0,5mL e criopreservadas em trés
diferentes metodologias: grupo 4 (G4): as
palhetas foram mantidas a 5°C/20min em
refrigerador ~ comercial ~ (Minitub™) e
posteriormente  congeladas em vapor de
nitrogénio liquido por 20min, na curva de
congelacdo de -8°C/min; grupo 5 (G5): as
palhetas foram refrigeradas até 5°C com curva de
0,5°C/min na maquina TK 3000 e congeladas a
curva de -20°C/min entre 5°C e -60°C e -
10°C/min entre -60°C e -100°C; grupo 6 (G6): as
palhetas foram refrigeradas até 5°C com curva de
0,5°C/min na maquina TK 3000 e congeladas
com curva de -25°C/min até -100°C. Apés o
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processo de congelacdo, as palhetas foram
imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -
196°C até a anélise.

Cinco campos por amostra foram selecionados
para a avaliacdo dos parametros de motilidade
por CASA. A integridade da membrana
plasmética foi avaliada utilizando-se as sondas
fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina e
iodeto de propidio (CFDA/PI), como descrito por
Harrison e Vickers (1990).

Para a analise estatistica no experimento 1, foi
feita a andlise de variancia ANOVA para se
verificar a eficiéncia dos sistemas e das curvas de
congelacio na  viabilidade do  sémen
descongelado. O teste de Tukey foi realizado,
nos casos em que houve variagdo, para verificar
as diferengas significativas entre os grupos, e,
para o teste de fertilidade, foi aplicado o teste
qui-quadrado na comparacdo dos indices de
fertilidade.

Nos experimentos 2 e 3, para a comparacdo entre
0s sistemas e as curvas utilizadas na
congelabilidade do sémen descongelado, também
foi feita a analise de variéncia, e, nos casos em
que houve variacdo, aplicou-se o teste de Mann-
Whitney U-Statistic. Em todas as andlises, os

resultados foram considerados significativos
quando P<0,05.

RESULTADOS

Os espermatozoides das diferentes amostras
foram avaliados quanto a motilidade total (MT),
a motilidade progressiva (MP) e a integridade de
membrana plasmatica (IMP).

No experimento 1, ndo houve diferenca em
relacdo aos pardmetros de cinética espermatica,
integridade de membrana e fertilidade dos
garanhdes com alta congelabilidade (P>0,05)
quando comparadas as diferentes curvas de
congelacdo, como demonstrado nas Tab. 1 e 2.

No experimento 2, quando foram analisados 0s
espermatozoides de garanhfes da raga
Mangalarga Marchador resistentes ao processo
de congelacdo espermatica (Tab. 3), o0s
parametros MT e MP foram superiores (P<0,05)
para os espermatozoides com a curva mais rapida
de congelacdo (G6) em relagdo ao G4. Além
disso, a MP foi superior no G6 quando
comparado com 0s espermatozoides do G5. Em
contrapartida, ndo houve diferenca em relagdo a
integridade de membrana plasmatica entre os
grupos testados.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo dos parametros espermaticos MT, MP, IMP e TC, avaliados ap6s
descongelamento, nas amostras do grupo 1 (G1) e do grupo 2 (G2) de garanhdes com alta congelabilidade

Amostras MT (%) MP (%) IMP (%) TC (%)
Gl 63,00£9,05 33,0845,17 45,41+7,77 61% (14/23)
G2 67,67+£10,74 33,9049,20 48,33+7,40 65% (15/23)

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca (P<0,05). MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva;
IMP= integridade de membrana plasmética; TC= taxa de concepcdo. G1= as palhetas foram mantidas a 5°C por
20min e, subsequentemente, congeladas a 6cm da superficie do nitrogénio por 20min na curva de congelagdo de -
8°C/min; G2= as palhetas foram mantidas na curva de refrigeragdo de 0,5°C/min até 5°C e congeladas com uma
curva de -20°C/min entre 5°C e -100°C.

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo dos pardmetros espermaticos MT, MP e IMP, avaliados apds
descongelamento, nas amostras do grupo 1 (G1) e do grupo 3 (G3) de garanhBes com alta congelabilidade

Amostras MT (%) MP (%) IMP (%)
Gl 63,25+£12,13 31,66+7,08 48,72+6,14
G3 65,00+8,42 32,41+3,86 50,00+5,40

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca (P<0,05). MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva;
IMP= integridade de membrana plasmética. G1= as palhetas foram mantidas a 5°C por 20min e, subsequentemente,
congeladas a 6cm da superficie do nitrogénio por 20min na curva de congelagdo de -8°C/min; G3= curva de
refrigeracdo de 0,5°C/min até 5°C e congeladas na curva de -20°C/min. entre 5°C e -60 C e -10°C/min entre -60°C e -
100°C.
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Tabela 3. Médias e desvios-padrdo dos parametros espermaticos MT, MP e IMP, avaliados apds
descongelamento, nas amostras do grupo 4 (G4), grupo 5 (G5) e grupo 6 (G6) de garanhGes da raca
Mangalarga Marchador resistentes ao processo de congelagdo espermatica

AR MT (%) MP (%) IMP (%)
G4 61,8+8,3° 28,0+7,5° 51,3+7,4°
G5 66,3+4,5% 27,5+1,3" 53,5+7,7°
G6 75,015,5° 41,0+7,0% 55,0+6,3%

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenga (P<0,05). MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva;
IMP= integridade de membrana plasmética. G4= as palhetas foram mantidas a 5°C por 20min e, subsequentemente,
congeladas a 6cm da superficie do nitrogénio por 20min na curva de congelacgéo de -8°C/min; G5= as palhetas foram
mantidas na curva de refrigeracdo de 0,5°C/min até 5°C e congeladas com uma curva de -20°C/min entre 5°C e -
60°C e -10°C/min entre - 60°C e -100°C; G6= as palhetas foram mantidas na curva de refrigeracdo de 0,5°C/min até
5°C e congeladas com uma curva de -25°C/min entre 5°C e -100°C.

Conforme demonstrado na Tab. 4, ndo houve
diferenca nos pardmetros espermaticos de MP e
IMP dos garanhfes com baixa congelabilidade,

independentemente da curva de congelagéo.
Entretanto, a MT dos espermatozoides do G6 foi
superior (P<0,05) aos espermatozoides do G4.

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo dos pardmetros esperméaticos MT, MP e IMP, avaliados apds
descongelamento, nas amostras do grupo 4 (G4), grupo 5 (G5) e grupo 6 (G6) de garanhGes da raca
Mangalarga Marchador sensiveis ao processo de congela¢do espermatica

Amostras MT (%) MP (%) IMP (%)
G4 13,3+2,2° 3,8+1,5°% 16,8+3,9°
G5 19,5+5,2% 6,0+3,2° 19,5+7,0°
G6 20,5+3,3° 6,8+3,0° 20,8+5,4°

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca (P<0,05). MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva;
IMP= integridade de membrana plasmatica. G4= as palhetas foram mantidas a 5°C por 20min e, subsequentemente,
congeladas a 6cm da superficie do nitrogénio por 20 minutos na curva de congelacéo de -8°C/min; G5= as palhetas
foram mantidas na curva de refrigeracdo de 0,5°C/min até 5°C e congeladas com uma curva de -20°C/min entre 5°C
e -60°C e -10°C/min entre -60°C e -100°C; G6= as palhetas foram mantidas na curva de refrigeracdo de 0,5°C/min
até 5°C e congeladas com uma curva de -25°C/min entre 5°C e -100°C.

DISCUSSAO Assim, os resultados deste estudo demonstram
que as curvas mais rapidas (maquinas) e
a mais lenta (caixa de isopor) acarretam
valores similares de qualidade seminal

A semelhanca entre os resultados das diferentes
curvas (G2 e G3) testadas em rela¢do ao controle

na caixa de isopor (G1), no experimento 1, pode
ser explicada pela utilizacdo de garanhBes que
apresentam sémen de alta congelabilidade. Esses
achados corroboram os descritos por Papa et al.
(2003), que ndo observaram diferencas na
motilidade e integridade de membrana apos
descongelacdo de espermatozoides equinos
congelados a diferentes alturas do nitrogénio
liquido (1, 3, 6 e 9cm) e com os achados de
Clulow et al. (2008), que, ao compararem
diferentes curvas de congelagdo, ndo constataram
diferenga significativa entre os parametros de
motilidade total e integridade acrossomal.
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po6s-descongelagdo quando utilizados animais de
alta congelabilidade das racas Westfallen,
Hannoverano, Puro Sangue Arabe e Quarto de
Milha. Possivelmente, esses valores estejam
diretamente relacionados ao tipo de crioprotetor
utilizado (Botu-Crio®), bem como a proporgao
de crioprotetor/espermatozoide. Durante a
congelacéo, os espermatozoides sdo direcionados
para os canais de solu¢fes ndo congeladas entre
0s cristais de gelo. Esses canais tornam-se
progressivamente  mais  estreitos com a
diminuicdo da temperatura. Portanto, quanto
maior a quantidade de moléculas crioprotetoras
por célula, maior a porcentagem de
canais de agua ndo congelada, ocasionando
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melhor qualidade seminal pés-descongelacdo
(Devireddy et al., 2002).

Ainda no experimento 1, ndo houve diferenca na
taxa de concepcdo entre as duas curvas de
congelagdo G1 e G2. A curva de concepgdo de
61% foi obtida com sémen congelado na caixa de
isopor (-8°C/min) e 65% na maquina
automatizada (-20°C/min). A similaridade nos
grupos experimentais pode ter ocorrido devido a
utilizacdo de garanhdes com alta
congelabilidade, e, portanto, ambos os grupos,
independentemente da taxa de congelacdo, foram
eficientes em fecundar o odcito.

J& nos experimentos 2 e 3, houve diferengas nos
pardmetros espermaticos nas diferentes curvas de
congelagdo, quando foram utilizados garanhdes
da raga Mangalarga Marchador. Esse achado
corrobora os relatos que demonstram maior
sensibilidade dos espermatozoides dessa raca ao
processo de congelagéo e descongelagdo seminal
quando comparada a outras racas, como as
germanicas e a Quarto de Milha (Alvarenga et
al., 2005).

A diferenca de resultados obtidos no
experimento 1 em relacdo aos experimentos 2 e 3
deve-se principalmente & utilizacdo de garanhBes
da raca Mangalarga. Essa menor resisténcia a
criopreservacdo espermatica ja havia sido
reportada por Alvarenga et al. (2016).

Os resultados obtidos nos experimentos 2 e 3
apontam que, na raca Mangalarga Marchador, a
curva de congelacdo de -25°C/min entre 5°C e -
100°C causa menor dano aos espermatozoides
quando comparado a curva mais lenta (G4). Em
concordancia aos resultados apresentados, Sieme
et al. (2008) afirmam que a curva Gtima de
congelacdo de sémen equino pode variar entre -
20 e -100°C/min.

Apesar de as causas determinantes da
variabilidade da resisténcia do sémen ao
processo de congelagdo ainda ndo serem bem
elucidadas, alguns estudos tém observado que
essa Vvariabilidade pode estar relacionada a
fatores genéticos, reforcada por pesquisas que
demonstram que quanto maior a fluidez da
membrana antes da congelacdo, melhor a sua
resposta ao processo de criopreservacao (Giraud
et al., 2000). Espécies que apresentam baixas
concentragdes de colesterol e altas concentracdes
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de acidos graxos poli-insaturados sdo mais
predispostas aos danos do choque pelo frio, ja
que o processo de congelacdo leva ao
enrijecimento  da  membrana  plasmética
(Rodrigues et al., 2017).

Melhores resultados foram obtidos com a
utilizacdo de curvas de congelacdo mais rapidas
para animais considerados com baixa resisténcia
ao processo de congelacdo (Medeiros et al.,
2007). Esses resultados corroboram os relatados
por Thurston et al. (2003), em que curva de
congelacdo mais rapida (-40°C/min) foi superior
a curva mais lenta (-6°C/min) na eficiéncia da
congelacdo de sémen suino, por manter a curva
de congela¢do mais homogénea.

CONCLUSOES

A utilizagdo de sistemas automatizados na
criopreservacdo seminal de garanhbes de alta
qualidade seminal, das ragas Westfallen,
Hannoverano, Puro Sangue Arabe e Quarto de
Milha, apresenta resultados similares nos
pardmetros espermaticos e na fertilidade quando
comparada ao uso do sistema convencional de
caixa de isopor. O emprego de curvas de
congelacdo mais rapida em sémen de garanhGes
da raca Mangalarga Marchador, sensiveis e
resistentes a0 processo de  congelacdo
espermatica, acarreta melhores pardmetros de
cinética espermatica, evidenciando que curvas
mais rapidas sdo mais indicadas para manter a
viabilidade seminal na criopreservacdo seminal
dessa raca.
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