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RESUMO

Ohjetivou-se  determinar um dilvente que proporcionasse uma boa mamitengio da
viahilidede do sémen do varrio, apos descongelagio. Foram uhlizados os seguintes
diluentes: Beltsville Thawing Solution (BTS). BTS + acido 3-indol acético (IAA) e
Androhep (ADHP). Os 24 gjaculados foram snalisados in naivra e apos diluigao, quanto
a0 wvigor, molilidade espermatica e miegridade do acrossoma. Em seguada, o1 retirado de
cada epeulado um total de 10,2 el L espermatosowdes, que foram repariidos wualmente
entre o8 diferentes ratamentos experimentais. Os eaculados foram diluidos em partes
1guais (1:0) a 30 °C, permanecendo mcubados por 2 horas, antes de imciar 4 cunva de
congelacdo. Posteriormente, o sémen for envasado em palbetas de 0.5 ml. em wina
concentragio de 112 x10° spte'mL, submetidos a vapor de nitrogénio por quatio Minutos |
em segulda, mergulbado no nitrogéno liquido (- 196 °C). As amostras foram descongeladas
em banho-maria & temperatura de (37 "C/30s), em seguida, o contendo fol ressuspenso nos
diferentes diluentes (1:5). As amostras foram avaliadas quantos as mesmas caracteristicas
do sémen fn natura. Na analise estatistica, foram uhilizados os testes de Mann-Whitney,
com intervalo de confianga de 5%. O diluente BTS apresentou motilidade e vigor
espermitico melhores, em relacio aguele contendo ADPH, em § munutos de moubagio;
porénr, ndo houve diferengas significativas sobre as mesmas avaliagies. quando os
tratamentos foram mcubados por 1 hora. A mtegridade acrossomal do diluente ADFH
PIOpOrCIOnoU maior mimero de espermatozoides mtegros (p<0,05), em relagio 205 demais
tratamentos. Um dilvente que favoreca a conservagdo de uma melhor qualidade
espermatica apos descongelagio ainda precisa ser desenvolvido,
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ABSTRACT

The ohjective of this stmdy was to determune a dilwent that would provide good
maintenance of the boar's semen viability after thawing. The followmg diluents were used:
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Beltsville Thawmg Solation (BTS), BTS + 3-indole acetic acid {LAA)} and Androhep
{ADHP). The 14 ¢aculates were analyzed i nanea and aller dilution, regarding sperm
vigor and motility and acrosome imtegrity. Then, a total of 10,2 %10 spermatozoa were
removed from each emculate, which were equally distributed among the differemt
experunental treatments. The ejaculates were diluted 1n equal parts (1:1) at 30 °C and
mcubated for 2 hows before starting the freezing curve. Subsequently the semen was
packed i 0,5 mL wvats, ot a concentration of 112 x10° spermatozoa'ml., submitted to
nitrogen vapor for 4 minutes and then mmersed in lguid nitrogen (-196 *C). Samples were
thawed m a water bath at (37 “C/30s), then the contents were resuspended m the differemt
diluents {1:5). The samples were evaluated as many as the same characteristics of semen in
matwra. In the statistical analysis, the Mann-Whitney tests were used, with a confidence
mterval of 5%, The BTS diluent had better sperm motility and vigor compared to ADPH in
5 munutes of incubation, but there were no sigmificant differences on the same evaluations
when the treatments were mcubated for 1 hour. The acrosomal mtegrity of the ADFH
dilvent provaded a hagher mumber of mtact spermatozoa (p=<0.05) in relation to the other
treatments, A extender that favors the conservation of a better sperm quality after thawing,
still peeds to be developed.
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INTFIDDU'.';_'iﬂ pontos importantes pam Sua CONSErvagio.

A inseminecBo artificial (IA) 0 diluente possul viras fungoes, tais

ofi inimeros beneficios para a comme, aumentar o volume do ejaculado,

sumocultura, atraves de melhornas na [ormecer nutrientes para a producdo de

hiosseguranca ¢ na dispombilidade de energia, profeger of  espermatosoides

materisl genétioo de alta qualidade contra o chogue termico, controlar a
{BORTOLOZZD er af., 2005; BAILEY er

al., 2008; KNOX & al. 2011) O

variagho de pH. mamer o balango
osmotico e Imbir o desenvolvimento

bacteriane (CORREA e al, 2001,

espermatogsomde suino @ um dos mals

sensivels aos eventos relacionados ao
resfriamente, visando sua  conservagio.
Esta sensibilidade esteve relacionada a
agressio sobre a membrana plasmatica e
outras  organelas celulares, ocasionados
pelo choque (GUTHRIE;
WELCH. 2003).

Desta torma, o processamento do

teTmico

semen com diluentes adequados @ um dos

BORTOLOZZO er al., 2005).

O primeun teste de laboratorio
mais utilizado para a avahacio de machos
foi a porcentagem de células mbdvers do
epaculado (SLAWETA er al, 1981}
correlacionada a possibilidade de uma
maior taxa de fecundacio, A observagio
pura & @mples da motiidade ndo era
suficiente para apreciar o qualidade

]
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potencial do  sémen (EINARSON e
VIRING, 1973)

A morfologa dios
espermatozomdes  fon.  jgualmente. um
indicador mponante desta qualidade, wma
vez que els mflvencion & taxa de partos e
a prolificadade (WABERSKI ef al., 1990).
A literature mostrou resultados positivos
relativos as caracteristicas morfologicas,
com a utilizagio do BTS em relagio aos
diluentes Kiev e Zorlkeseo (PEREZ
MARCOS er al,, 1991}, Entretanto, até o
presenie  momenio, HA0  eXishu  uma
definigio clara de um sémen fernil, apesar
da grande variedade de testes laboratoriais
{YAVETZ eral., 1995).

O wso do sémen. sem perda de
sua  capacidade  fecundante, fioi
fundamental na drea de reproduciio suina,
cspecialmente no  desenvolimente  de
uma melhor tecnologia de manipulacio do
ejculado, se@ ele i namra, resfniado e,
principalmente, congelado. Deste modo, a
conservacio de sémen, principalmente na
forma congelada, associada & IA  foi
primordial em qualquer programa de
ganho gendtico, por estocar material de
animais que eslejam  lemporaria  ou
permanentemente indbels a reprodugio e
permitir uma ampla difusio desse materal
genético  de considerados
superiores (SALAMON e MAXWELL,
20040).

Aammals

Entretanto, a [A com sémen
congelado reprezentou apenas 2% das
mseminagies em sumos, devido aos
resultados ruins desta tecnologia. que
damificon  cerca  de % dos
espermatozoides  (MAIA e BICUDO,
2009; ROCA et al, 2011). Isto ocorre
porque cerca de 60%  dos  Dbpidios
presentes na membrana plasmétice foram
acklos  graxos pohinsaturados, o que
conferm & membrana uma prande fhudez,
devido a quantidade de duplas ligagdes ou
hgaches msamicadas  existentes.  Sendo
assim, © presente trabalho teve por
objetive  determunar  wm  diluente  que
proporcionasse uma boa manutengio da
viahilidade espermstica. apos
descongelagio em diferentes condigbes de
mewn de diluigho.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento e animais

O expermento fm realizado na
cidade de Fomaleza, Ceara, localizada a
037 43" 027 de latide 8 e 387 32 357 de
longrtude O, com altiude media de 21 m.
indice pluviométrico anual de 1600 mm e
temperature media apual em tomo dos
26°C. Foram utilizados  reprodutores
mantidos em um sistema de confinamento,
em balas mdividuais. A dieta fornecida

apresentava 08 nivels  profeicos,
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energelncos e mmnerais dentro dos padrdes
estipulados para a fase de reprodugio
{3.150 Kcal de energia metabolizavel e
[4% de PB). com um consume diane de
2.5 Kg/din, em dois armgoamentos ¢ agua
potavel ad bbium Os cuidados e
procedmmentos com o5 ammas utidizados
pam coleta de semen foram aprovados
pelo Comné de Etica da Universidade
Estadual do Ceard, sob o Protocolo n®
04463277-0 em 02 de nwio de 2005,

Colbeta ¢ avallagio do ejaculado in

Mainra

O sémen de cinco reprodutores,
fon coletado wmia vez por semana, durante
B semanas consecutivas (n=40), pela
utihzachio da técmca da mio enluvada e o
material biologico coletade em recipiente
coberto por gase e protegido por copo
térmico (HANCOCK & HOVELL, 1959).
lmediatamente apos a coleta, separou-5¢ o
ejaculade total da fraghe gelatinesa. Em
seguida. cada ejaculado  foi avaliado
quanto 4 temperatura (“C), volume (mL).
concentracio (x10° sptzmL). total de
espermatozoides  (x10° splz),  vigor
espermatico (0 a 5 = TONIOLLL 1996) e
porcentagem de océlulas moveis (0 a
100%) MARTIN RILLO, 1996), sendo
ulilizados oo eaperimento 03 ejaculados
que apreseniaram vakores =3.5 de vipor e
=85% de células moves (CBRA, 2013

Tratamentos experimentais

D cada ejaculado foi retirado um
total de 10,2 x10P espermatozosdes por
trafamento  expenmental. Foram trés os
diluentes utilizados nos protocolos; a) T1
= Miuente Beltsville Thawmg Solution -
cottrode (BTSh b) T2 = BTS + acido 3-
mdo] acético. & concentmgio de 10 ng/mL
(IAA) e ¢) T3 = Dilnente Androhep
(ADHFP). Oz diluentes fornm mantidos a
temperatura de 30 °C, visando a diluigio
do sémen na proporgdo de 1:l. Apds
descongelagiio, o sémen fol ressuspenso a
proporgao  de
conforme metodologia a seguir.

)5 ecom o diluente,

Congelagdio e descongelacio do sémen

Amosiras dos ejaculados foram
preé-diluidas em partes 1guas (1:1) a 30
°%C, nos trés diferentes diluentes (BTS,
1AA ¢ ADHT), permanecendo incubadas
por 2 horas, antes de iniciar & curva de
resffiamento do  sémen,  wvisando  a
congelacio. O sémen foi congelado pela
técnaca de Pagquignon e af. (1974)
moditicada, em palbetas de 0.5 mL, & wma
concentraglo de 112 x10° sptz/ml,
colocado em vapor de nitrogénio por 3
minutos e, em seguida, mergulhado oo
nitrogénio hquido (-196 °C). As amostmas
ficaram congeladas por, pelo mepos, 48

homs, antes da descongelagiio e analses.

]
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As amostras foram descongeladas
em banho-maria, & temperatura de 37 °C,
por 30 segundoz; em seguida, o conteudo
de cada palheta fol retirado e ressuspenso
nod diferentes diluentes i uma proporgio
de 1:5 (0,5mL semen: 2mL de diluente},
pamm  postériores andlises. Os mesmos
diluentes da pre diluigio a 30 °C foram
repetidos apos  descongelacdo., mna
ressuspensdo do contendo das palhetas,
nio havendo, desta forma, mustura de
diluentes.

Analises apos descongelacio do semen

Vigor ¢ motilidade espermatica:
Parn a avalagio da quahdade
espermatica, foram  levadas em

consideracio as caractensticas de vigor
espermatico (notas de 0 a 5 - TONIOLLIL,
19946) e da porcentagem de células moveis
(motilidade - valores de 0 a 100%),
avaliadas através da microscopi oplica,
200x. O sémen
descongelado e ressuspenso foi colocado
em “banho marn” a 37 °C, duramte 60
minutos, com leimras feitas aos |0 e 60
incubagio
- TTR). colocando-se
uma shauota de 15 pl. da amostra entre

em aumento  de

munutos  de [teste de

termorressténcia

[Amina e laminula. Para cada andlise,
foram  descongelados as  palhetas
referentes a cada ejaculado, em cada

tratamento.

Integridade acrossomal:

FPara s2 proceder a este exame, fol
feito um esfregago de sémen; sendo o
mesmo corado pela solucio de azul de
bromo-fenol, sendo comadas 200 celulns
por amostra. Os exames foram feitos
através da microscopia oplica. com lente
de mmerséo a um aumento de [000x nas
amostras  descongeladas, ressuspensas e
mcubadas a 37 °C, por 10 mimitos. A
solugdio corante foi formada por: azul de
bromo-tenol = (0.1 g; citrato de sodio = 0.4
g, agua destilada = 10 ml. A
osmaolaridade da solugdo foi aferida e
ajustada  quando necessird, com Agua
destilads, ate Hear entre 300 ¢ 210 mOsm.
A solugdo foi conservada em geladeira a
10 *C. Para se preparar o esfregago para
andlise, untou-se uma gola de sémen com
outra de corante (ambas de 30 pl) ¢ fo
lhomogenezada; apds 30 segundos retirou-
se uma gola desta mistura, para preparo do
esfregaco tmido (MEDEIROS ef al,
2006), que for seco A temperatum
ambiente (25 °C), antes das analises. O
SEmen ¢ o Ccomnte estavam & mesma
femperaura.  Segundo  a
acrossomal, o3 espermatozoxes foram
classificados (VALE FILHO, 1980;
KUMUS, 1993) em: 01) NAR =

acrossoma normal; 02) PAR = acrossoma

mtegridade

em processo de destacamento; 03) SAR -

acrossoma ausente: 04) EAR = acrossoma
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mchado; 03) DAR = acrossoma com

deferto (ma formacio}.

Analise estatistica

O delineamento  experimental
utibzado fii o de blocos ap acass com
aplicagio do teste de Mann-Whitney para
a comparagéo entre grupos. O bloco & um
conunio de unidades experimentas (UE)

homogéneas, que recebe cada raramento.

igualando o nomers  de  umdades
expermmentais a0 de tratamentos, sendo
casualicados  sobre as  unidades

experimentais, dentro de cada bloco. A
analise das diferengas entre médias foi
ferta por vanancn multifatoral, usando-se
o General Lineor Models do programa
Statistical Analveis Svstemy (SAS 6.03),

com um intervalo de confianga de 5%

RESULTADOS E DISCUSSAQ
Analsando-s2 o3 valores da
caracteristica vigor espermatico (Fig. 1),
05 dez minutes de mcubagio, o melhor
resultado for oblido com o dilueme BTS
(2.2), em relagiio an ADHP (2,00 (p<0,03)
A adicho do IAA a0 BTS sho apresentou
nenhuma mfluéncia positiva, em relagio a
gsta  caracteristica;  mclusive,  npdo
apresentando diferen¢a significativa com
o resultado do ADHP (p=0.03). Apds o
pericdo de uma hora de incubagio, o
percentual de queda do vigor espermatico
foi um pouco maior nos diluentes BTS e
IAA: mas ele ocorreu em todos os
tratamentos, ndoc  havende  diferencas
significativas entre eles, ao final do

periodo (p=(0,05].

{p=10,05),
(]
] | oers
(S
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Figara 1: Vigor espermifioo do sémen suine descongelado & ressuspenso em diferentes diluenmes,

incubado a 37 °C, durante 60 mirmitos.
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A queda do vigor espernstico ¢
T caracteristica comum do
espermutozoude congelado, devido ao
choque térmico & ao estresse osmotico,
causados  pele  processe  de
cropreservagdo [WATSON, 200y, Os
trabalbo

ambos

resultados  do  wigor neste
comoboram com Toniolli er @l (2009),
demostrando que a concentracio adotada
para 0 IAA npeste experimento, ndo foi
capaz de melhorar o vigor espermalico pos
descongelagio. Os resullados encontrados
por oulres amiores {TONIOLLY ef ol 2001
e 2009) utilicando o IAA, cormoboraram
com o3 deste trobalho, refor¢ando a
necessidade de  ser evidencmda  wma
possivel agio benéfica desta substdncia
(IAA), sobre a célula espermética, Os
resultados desse experimento sugerém a
necessidade de uma meubagio prévia mais
prolongada do sémen ¢ também com
diferentes concemracies dessa subsiancia
adicionada ao diluente, com objetivo de se
observar uma possivel e efetiva agio
positiva do IAA sobre a viabilidade da
célula espermanica.

Contudo, neste estudo, ndo se
verficon uma queda acentuada do vigor,
apos uma hora de mcubagdo. Pode-se entdo
presumir. que houve uma maior profecho
contra o choque termiko, © que evidenciou
protecio e
conservagao  dos  mews  utblicados
(KULAKSIZ er af, 2012). Nenhum dos

uma  melhor  ache  de

meins uiilizados umpedin unms dimoicio
dos valores do vigor duranfe o periodo de
incubagio do sémen, pols uma queda de
motilidade dos espermatozowdes apos a
e@aculagio, mdepende
conservagio  utilizado.  Assim  sendo,
dependendo do tipo de diduente utihzado,
podera  haver
diminuicio de motihdade, fato este
verificado neste trabalho, apos meubagiio

do mew de

diferenies  taxas de

no diluente Androhep, com um wvalor
médic major para  esta  caracteristica,
apesar de nao haver «diferenga estanstica
entre 05 resultados,

Analizando-se a  motilidade
espermatica, aos  cinco  manutos  de
incubagio, mais uma vee a adicio do TAA
an BTS (3%,1%), ndio apresentou resultado
saiisfatdno em relacho aos outros dos
diluentes testados. Mais uma vez o diluente
BTS apresentou o melbor resuliado (42,9
sendo supertor ao ADHP (35.5) (p<0,05).
Apés | hora de incubagdo houve também
um decrescime da motlidade, dessa vee de
forma mais acentuada, embora sendo um
pouco menor quando e usou o diluente
ADHP. mas ndo apresentou nenhums
diferenca (p=0,05) entre os tres diferentes
iratamentos [ Flg. Zh Entretanto,
independente do dilvente todos os valores
ticaram abaixo dos 50%, resultados estes
que s¢ assemelharam aos obudos por
outros  autores (PAQUIGNON er al,
19740
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Figura 2; Motilidade espermitica do #dmen sufno descongelado apds ressuspensio em diferentes
dilventes e incubado a 37 °C durante 60 minmeos,

Os  resultados da  motilidade
espermatica em todos o3 watamentos,
foram superiores do gque os obtidos por
Deiekonska e of. (2015) ap utilizarem
BTS {30, 55%) e ADHP (20, 18%) em
semen descongelado de varrdes. Por outro
lado, foram sumilares aos resultados
obtidos por Tonwollh e af. (2000) que
utthzaram os mesmos diluentes, alem do
IAA  Possivelmente esta variagio de
resultados, com a ubillizacdo de mesmos
diluentes, pode estar relacionado com a o
fpo de cwva de resfriamento usada pelos
pesquisadores, alem da  proporgao  de
diluente utilizado na pré diluigio, além do
lempo em que este mew lica em contalo
com o sémen até sun centrifugaclo ¢
eliminagio do sobrenadante.

Este desempenhs do TAA
adiconndo a0 meio  diluente, esta

relaceonade com a possibilidade desia

auxing de origem vegetal, promover junto
aos espermatozoides wn norements 0
motilidade e consequentemente  um
aumento na axa de fertilidade (NUNES e
al., 199%6; TONIOLLI er ol 2001). Esta
relagic do 1AA com a motilidade
ezpermatica, merece estudos adiciomais.
Do mesmo jeito, avalia-ze o ADHP, que
possul uma capacidade de tamponamento
que afeta a atividade metabolica da célula
espermitica (GACZARZEWICE er al.
2003} 2 consequentemente aumenta a
capacidade e moinlidade dos
cspermatosokies em  varas  especies
amimais  (PARRITA & af, 2009,
SARIOZEAN o al, 2003). Esta melhors
estarin tambem assocmds & presemga de
albumma sérica bovina {BSA) no ADHF,
que contribui para o influxe de jons de Ca;
na ceélula, mantende a sua motilidade
(DZIEKONSKA er al., 2015). Eniretanto,
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oz resultados  deste  wabalho  ndo
conseguram reproduzir e confirmar tal
afirmativa desses aulores, sugermdo a
necessidade  de estudos

relaciomnados an

ImaAKTes
IMECAMLS TG de

movimentagio e producio de energia dos

espermntozoades.
Os  resultados da  motihdade
espermitica de um  eaculado  sdo

importantes devido ao fato de que ela e
conssderada como caractenstica prumordial
para a fecundagio. particularmente na
especie SLLA. Esta caracterisiica
proporciona condigies favorveis para o
espermatocoade  percorrer o trato
reprodutive femmine ¢ realicar uma efetiva
penetracio nas células do cumendfey e cona
pehicida do oocite. Além disso, a avaliagio
da mohbdade de sémen pode ser
comelacionada, mesme gue de forma
subjetiva, com provas de capacidade
fecundante  em lesles i wirre
(JANUSKAUSEAS o af, 2001), 0o que
doria uma melthor nogio da capacidade
fecundante de um determinado ejaculado.
As mmidlizes morfologicas. por sud
vez, indicaram que o diluenste ADHP
proporcionou um maier memero de cehulas
com acrossoma ntacto (NAR = 65,7%)
ndicando  melhores  condighes  de
conservagio dos  espermatosoides  no
tocante a esta caracteristica. Este resultado
toi  sigmficativamente melhor quando

comparado ao tratamento conirole (BTS.

NAR = 35,8%) (p=0.03) (Flg. 3). Para esta
caracterisisca, mais uma vez a adicio do
[AA ao diluente nao apresentou os efertos
benéficos esperado. com o resultade (NAR
= 59.5%) ndo apresentando  diferengas
estatisticas em relagio aos owtros dois
tratamentos, apesar da afirmativa de que a
adigio de diferentes substincias ao meio
podem favorecer uma maior porcemtagem
de espermatozoades com NAR (Y] er af,
2002).

No que se refere a imtegndade
acrossomal. observou-se que 0 meo
diluente ADHP conservou um  maior
mimero de espermatocones integros. Esta
acao protetora fol superior a evidenciada
por Deiekonska er af. (2015) e semelhante
(1999)

semien  pesfirmdo,

a encomtrada  por  Toniolli
traballande  com
demonstrando uma agio positiva  deste
dilaente sobre a manutencao da qualsdade
acrossomal do  semen  sumo.  Segundo
Toniolli { 1996}, para o sémen congelado &
necessano wm maor tempo de contato do
IAA do meio dieente com os
espermatocoides duranie a curva  de
restriamento. O3 bons resultados obtdos
ADHP, foram devidos
provavelmente 4 sua composicdo quimica
mais elabomda, sendo clssificado como

diluente de longa duragio, e uma ves que

s o

possul uma  a¢lio  protetora sobre  as
(PAGUIGNON,
ligando-s¢  seletivamente a

membranas  celulares

1984).
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membrana, proporcionandoe uma reducio
da peroxidacio lipidica e favorecendo uma

possivel elevacio nas taxas de fecundacio
(WELZE, 1991)

| oETs  mias

Dam-HP |
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Figura 3; Integridade acrossomal do sémen suino descongelado apds ressuzpensio em diferentes
diluemres e incubado a 37 °C durame 10 mummos,

CONCLUSOES

Az melhores  condicées  de
motilidade do sémen mo diluente BTS
podert proporcamar melhbores resultados
de  fertilidade e podera abrr  novas
perspectivas na utilizacio da
criepreservagio do sémen snine. Por outro
lado, o ADHFP propomcionou um melhor
“status” acrossomal, fato  este  de
mportancs pard 8 fecundagio, € que
também deve ser considerado. Um diluente
gque favoreca a conservacao de uma melhor
qualidade espermatica apds descongelacio,
ainda precisa ser desenvolvido. Mamwores
estudos no sentido de se determunar wms
melthor  concentracio  do TAA  sio

necessanos. A curva de  resimamento

associada po momento ¢ taxa de diluigio
do sémen, devem tambem ser methor
estudados e se pecessanws  comgidos,
visando uma masor agio benéfica sobre a
viahilidade do sémen descongelado.
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