Viabilidade espermatica de sémen congelado de suinos da
raca Piau avaliada pelo teste de termorresisténcia*

Mauricio Hoshino da Costa Barros!, Hugo Hideki Shiomi**, Lincoln da Silva Amo-
rim?, Simone Eliza Facioni Guimardes*, Paulo Savio Lopes®, Jeanne Broch Siqueira®,
Rogério Oliveira Pinho’ e José Domingos Guimaraes®

ABSTRACT. Barros M.H.C., Shiomi H.H., Amorim L.S., Guimaraes S.E.F,,
Lopes P.S., Siqueira ]J.B., Pinho R.O. & Guimardes J.D. [Spermatic Viability of
Cryopreserved Semen of Piau swine breed analyzed by Thermo Resistant
Test.] Viabilidade espermética de sémen congelado de suinos da raca Piau
avaliada pelo Teste de Termorresisténcia. Revista Brasileira de Medicina Veteri-
ndria 36(2):131-136, 2014. Departamento de Veterinaria, Universidade Federal
de Vicosa, Av. Peter Henry Rolfs, s/n, Vicosa, MG 36571-000, Brasil. E-mail:
hugoshiomi@hotmail.com

The objective of this study was to verify three protocols of semen cryopre-
servation on spermatic viability after thawing from Piau swine breed (Sus scro-
fa), by thermo resistant test (TTR). Twenty two ejaculates from 5 Piau mature
boars were collected by glove hand technique. To freezing, the ejaculates was
split and submitted to three protocols (P): (P1) freezing method proposed by
Furst et al. (2005), altered by diluent media, (P2) freezing method proposed by
Furst et al. (2005), altered by cooled curve; and (P3) freezing method proposed
by Ohata et al. (2001). After thawing, semen was submitted to TTR, been incu-
bated at 37°C by 2 hours, motility sperm (MOT) and vigor (VIG) was analyzed
at 30 minutes of interval. MOT and VIG after thawing was 20.9+12.4, 29.5+10.9
and 49.5+12.1%; 2.5+0.5, 2.9+0.4 and 3.4+0.4, respectively to P1, P2 and P3. The
TTR results show gradually decrease of motility and vigor along 2 hours of test
procedure utilized, with best average to protocol 3 at all time of analyze. The
protocol 3 tested by Piau boars shows highest values in cellular semen cryo-
preservation.
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RESUMO. O objetivo do presente trabalho foi veri-  avaliados por meio do teste de termorresisténcia
ficar o efeito de trés protocolos de criopreservacdo  (TTR). Para o congelamento, os ejaculados foram
de sémen (P1, P2 e P3) sobre a viabilidade esperma-  fracionados e submetidos aos seguintes tratamen-
tica pos-descongelamento de suinos da raga Piau, tos: o P1 utilizou o método de congelamento pre-
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conizado por Fiirst ef al. (2005), modificado quanto
aos meios diluentes; o P2 utilizou o método preco-
nizado por Fiirst et al. (2005), modificado quanto
a curva de resfriamento; e o P3 utilizou o método
preconizado por Ohata et al. (2001). Ap6s o descon-
gelamento o sémen foi submetido ao TTR (37°C
por 2 horas), procedendo-se avaliagdes de motili-
dade (MOT) e vigor espermaticos (VIG) a cada 30
minutos. As médias registradas para MOT e VIG
imediatamente apés o descongelamento foram
de 20,9+12,4; 29,5+10,9 e 49,5+12,1%; e de 2,5£0,5;
29404 e 3,4+0,4, respectivamente para os proto-
colos 1, 2 e 3. Os resultados do TTR evidenciam
queda gradual dos pardmetros de MOT e VIG ao
longo de 2 horas de duragdo nos trés protocolos
utilizados, com melhores médias para o protocolo
3, demonstram a superioridade do mesmo na crio-
preservagdo das células espermaticas dos animais
do presente estudo.

PALAVRAS-CHAVE. Criopreservacdo de sémen, Sus
scrofa, testes complementares.

INTRODUCAO

No Brasil, dentre as racas suinas nativas catalo-
gadas como de alto risco de extingdo, a raca Piau
(Sus scrofa) é considerada a melhor e mais impor-
tante raca naturalizada nacional (Cavalcanti 1984),
sendo a tnica raca nativa que ainda existe no pafs.
Entretanto, a maioria dessas ragas, por cruzamen-
tos absorventes ou por substituicdo, deu lugar a
outras que, por serem mais produtivas e melho-
radas geneticamente, contribuiram para reducao
apreciavel das popula¢des de animais nativos (Pe-
reira 2004, Sollero et al. 2009).

Apesar do grande potencial de tecnologias
como a criopreservacdo de sémen e sexagem dos
espermatozodides para a melhoria de diversos as-
pectos da producao de suinos, a inseminagao artifi-
cial com sémen fresco ou resfriado sao atualmente
as mais utilizadas em escala comercial na industria
de suinos. Segundo Parrila et al. (2009), o menor
desempenho reprodutivo associado com o uso sé-
men criopreservado é a razdo para tal uso limitado.
No entanto, quando métodos adequados de crio-
preservagao sdo utilizados em sémen de suinos,
taxas de motilidade de 35-56% tém sido obtidas
(Bwanga et al. 1991, Eriksson et al. 2002, Pelaéz et
al. 2006), sugerindo que bons desempenhos podem
ser alcancados nas condigdes descritas nos protoco-
los utilizados pelos autores.

Apbs o congelamento, andlises quantitativas sao
realizadas in vitro no intuito de predizer o poten-
cial fertilizante do sémen. Dentre eles, o teste de

termorresisténcia (TTR), foi desenvolvido para a
avaliagao da fertilidade potencial de partidas de sé-
men congelado de bovinos, posteriormente adap-
tado para as demais espécies. Consiste na avaliagdo
da longevidade dos espermatozoéides ap6s a des-
congelacdo promovendo uma simulacdo parcial
in vitro do processo in vivo que o sémen teria no
interior do trato reprodutor da fémea. Em suinos
e humanos, estimativas da motilidade apés a incu-
bagdo a temperaturas corporais tém dado melhores
indicativos da capacidade fecundante do que sim-
ples avaliagdes da motilidade imediatamente apos
a descongelacdo (Thirumala et al. 2003, Kashiwa-
zaki et al. 2006).

Na espécie suina, alguns autores tém utilizado
o TTR para avaliar a fertilidade do sémen conge-
lado/descongelado em diversos protocolos de
congelamento, incubando o sémen a 37°C por um
periodo de 2 a 4 horas (Larsson & Einarsson 1976,
Bwanga et al. 1991, Ohata et al. 2001, 2005, Peldez
et al. 2006, Roca et al., 2010).

A motilidade e o vigor espermaticos sdo crité-
rios importantes na avaliacao da qualidade semi-
nal, pois os espermatozoéides precisam estar moéveis
e obterem hiperatividade, quando na tuba uterina,
para alcancar o ovdcito e penetrar nas suas camadas
de revestimento. Além disso, estes parametros sao
de grande importancia e podem revelar, por si s6, a
existéncia de disttrbios bioquimicos no sémen, as-
sociados ou ndo com alteragdes da espermiogénese
(Fonseca et al. 1992). A motilidade é um atributo
importante para o deslocamento espermatico no
trato reprodutivo e para a penetracao no ovdcito.
Por ser um exame simples, rdpido, de baixo custo
e bom indicador da integridade e funcionalidade
das membranas (Gadea 2005), a avaliagao subjetiva
da motilidade espermatica é o principal parame-
tro utilizado para avaliar os ejaculados. Pelo fato
da fertilidade ser comprometida, caso a motilida-
de esteja abaixo de 60% (Flowers 1997), este valor
¢é usualmente utilizado como referéncia para a se-
lecdo das doses de sémen a serem utilizadas na [A
de suinos.

Devido a baixa fertilidade, grande variabilidade
na resposta dos machos suinos ao congelamento e
aos altos custos por dose produzida, a inseminagao
artificial com sémen congelado tende a se restringir
a exportacdo de sémen entre paises e a formacgao
de bancos de sémen de racas ou linhagens de alto
valor genético, ou que se encontram em via de ex-
tingdo ou em risco sanitario. Desta forma, o obje-
tivo do presente trabalho foi verificar o efeito de
trés protocolos de criopreservagdo de sémen sobre
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a viabilidade espermatica p6s-descongelamento de
suinos da raga Piau (Sus scrofa), avaliados por meio
do teste de termorresisténcia.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Granja de Melhora-
mento Genético de Suinos do Departamento de Zootec-
nia da Universidade Federal de Vigosa no periodo de
marco de 2008 a marco de 2009. Foram utilizados 22 eja-
culados de cinco varrdes da raga Piau, com idades va-
riando de 1 a 2 anos.

As coletas de sémen foram realizadas semanalmente
utilizando o método da estimulagdo com a mao enluva-
da (Hancock & Hovell 1959) com auxilio de um mane-
quim moével ou uma fémea em estro. O ejaculado total
foi coletado em copos plasticos descartaveis de 700 mL,
devidamente esterilizados, protegidos em embalagens
térmicas previamente aquecidas a 38°C, com dupla
camada de gases, fixados ao copo com barbante, para
reter a fracdo gelatinosa do sémen. O sémen in natura
foi mantido em banho-maria, a 32°C, para avaliacdo das
analises laboratoriais de motilidade (MOT) e vigor es-
permético (VIG). Posteriormente, os ejaculados foram
fracionados e submetidos aos seguintes tratamentos: o
protocolo 1 (P1) que utilizou o método de congelamento
preconizado por Fiirst et al. (2005), modificado quanto
aos meios diluentes; o protocolo 2 (P2) que utilizou o
método preconizado por Fiirst et al. (2005), modificado
quanto a curva de resfriamento; e o protocolo 3 (P3) que
utilizou o método preconizado por Ohata et al. (2001).

Para o P1, o ejaculado foi diluido 1:1 em BTS (Belts-
ville Thawing Solution), a 32 °C, e imediatamente centri-
fugado (800 G por 10 minutos). Apés a centrifugacao,
retirou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se os es-
permatozdides no diluente de resfriamento (DR) (80 mL
de solugdo de lactose a 11 %; 20 mL de gema de ovo). A
concentragdo de espermatozoéides no pellet foi estimada
utilizando a caAmara de Newbauer Improved e, com isso,
foi determinado o volume de ressuspensao do diluen-
te de congelamento (DC). Imediatamente apods ter sido
acrescentado o DC (72,5 mL de lactose a 11%; 20 mL de
gema de ovo; 6 mL de glicerol e 1,5 mL de Orvus-es-pas-
te-Equex), o sémen foi envasado em palhetas finas (0,25
mL). Posteriormente utilizou-se uma curva de resfria-
mento, de tal forma que as palhetas, contendo o sémen
na temperatura ambiente, foram colocadas em tubo de
ensaio com tampa e capacidade de 20 mL. O tubo foi re-
vestido por um saco plastico, sendo o conjunto transfe-
rido para um recipiente com capacidade de 240 mL (ma-
madeira plastica), contendo 120 mL de alcool metilico.
O recipiente com o sémen foi colocado na posi¢ao hori-
zontal em geladeira, com temperatura interna de 4-5°C,
por 35 minutos. Apds esse tempo, o tubo de ensaio foi
retirado do recipiente plastico e mantido na geladeira
por mais 25 minutos. Para o congelamento do sémen, as
palhetas foram colocadas, na posicao horizontal, sobre
uma raque a 5 cm acima do nitrogénio liquido, mantidas
em vapor de nitrogénio (120°C) por 15 minutos e, final-
mente, submersas em nitrogénio liquido (-196°C).

Os procedimentos realizados para o P2 foram seme-
lhantes ao P1 com uma modificagdo apenas: foi adotado
um periodo curto de 90 minutos de equilibrio imediata-
mente ap0s a dilui¢do inicial do sémen com o BTS, para
estabilizacdo a 22-26°C, antes da centrifugagdo, com o
intuito de aumentar a viabilidade espermatica pés-des-
congelamento.

No P3, o ejaculado foi diluido em 1:1 em BTS, a 32°C,
e mantido a temperatura ambiente (22- 26°C) por 90 mi-
nutos. Posteriormente foi resfriado a 15°C por 150 minu-
tos e, ao final deste periodo, foi centrifugado (800 G por
10 minutos). Ap6s a centrifugacao, retirou-se o sobrena-
dante e ressuspenderam-se os espermatozéides com DR
(80 mL de solugao de lactose a 11 %; 20 mL de gema de
ovo). A concentragdo de espermatozoéides no pellet foi
estimada utilizando a camara de Newbauer Improved
e, com isso, foi determinado o volume de ressuspensao
do DR. O pellet ressuspendido foi mantido a 5°C por 90
minutos e, apés esse periodo, foi adicionado o DC (72,5
mL de lactose a 11%; 20 mL de gema de ovo; 6 mL de
glicerol e 1,5 mL de Orvus-es-paste-Equex) até atingir
uma concentracao final de 800x10° espermatozéides/ mL
ou 200x10°/ palheta, de modo que a quantidade de DC
fosse equivalente a um ter¢o do volume de sémen ante-
riormente diluido com o DR, para entao obter-se uma
concentragdo final de 2% de glicerol. Imediatamente
apos ter sido acrescentado o DC, foi realizado o envase
em palhetas finas (0,25 mL), as quais foram mantidas em
vapor de nitrogénio (-120°C) por 15 minutos e posterior-
mente submersas em nitrogénio liquido (-196°C).

O descongelamento do sémen foi realizado da mes-
ma maneira para os trés protocolos de congelamento,
por meio da agitagdo da palheta com uma pinga, em
banho-maria a 38°C, por 20 segundos. Posteriormente, a
palheta foi seca com papel toalha, as extremidades cor-
tadas com uma tesoura e seu contetdo ressuspendido
com 1,25 mL de diluente BTS, a 38°C. Apds o desconge-
lamento, as amostras de sémen dos trés protocolos fo-
ram mantidas a temperatura de 38°C e avaliadas quanto
a MOT, VIG para serem posteriormente submetidas ao
TTR.

O TTR foi realizado pela incubagdo do sémen pos-
-descongelamento em 1,25 mL de BTS em banho-maria
a 38°C, por 120 minutos, avaliando-se motilidade e vigor
espermaticos em intervalos de 30 minutos. A motilida-
de espermatica progressiva retilinea (expressa em por-
centagem) e o vigor espermaético (escala de 0 a 5) foram
realizadas adicionando 10 pL. de sémen em ladmina de
microscopia posteriormente cobertas com laminula pré-
-aquecidas a 38°C, respectivamente. A motilidade esper-
matica foi determinada pela atividade de movimento
total dos espermatozdides e o vigor espermatico caracte-
rizado pela intensidade de movimento ou de batimento
da cauda dos espermatozéides.

A anélise estatistica foi realizada empregando o pro-
grama estatistico SAEG 9.1 (UFV 2007). Estatistica des-
critiva (média, desvio-padrao) foi utilizada para todas as
variaveis estudadas (MOT, VIG). Os dados foram sub-
metidos aos testes de Lilliefors e Cochran-Bartlett para
verificar a normalidade dos dados e a homogeneidade
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das variancias. Os dados quantitativos foram avaliados
pela analise de varidancia (ANOVA), verificando o efeito
de protocolos, e quando houve significancia pelo teste
“F”, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey,
com 5% de probabilidade de erro. Pardmetros que nao
atenderam as premissas da ANOVA foram avaliados
pela anélise ndo-paramétrica, com comparacao de mé-
dias pelo teste de Kruskal Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios da motilidade espermatica
progressiva e vigor espermético pés-descongela-
mento avaliados durante o TTR estdo sumariados
na tabela 1. As médias registradas para MOT e VIG
do sémen imediatamente ap6s o descongelamen-
to foram de 20,9+12,4; 29,5+10,9 e 49,5+12,1%; e de
2,540,5; 2,940,4 e 3,4+0,4, respectivamente para os
protocolos 1, 2 e 3.

Resultados superiores ao deste estudo foram re-
gistrados por Ohata et al. (2001), Ohata et al. (2005)
e Bianchi et al. (2008). Ohata et al. (2001) registra-
ram valores de 60,2+1,6% para MOT pds-descon-
gelamento, utilizando o mesmo protocolo de con-
gelamento e tempo de equilibrio (90 minutos) do
protocolo 3 deste estudo. Quando aumentaram o
tempo de equilibrio de 90 minutos para 20 horas, os
mesmos autores registraram valores de 53,3+2,1%
para esta caracteristica. Ohata et al. (2005) registra-
ram valores médios de 51,4+9,5% ap6s o desconge-
lamento para motilidade espermatica em protocolo
utilizando tempo de equilibrio de 90 minutos, e de
51,4+9,9% para o periodo longo de incubagao de 20
horas. Bianchi et al. (2008) registraram valores de
53 e 65% para MOT, respectivamente quanto uti-
lizaram o glicerol a 3% e a dimetilacetamida a 5%
como crioprotetores.

Tabela 1. Motilidade e vigor espermaticos avaliados durante o
teste de termorresisténcia nos trés protocolos de congelamento
de sémen de cachacos da raga Piau (Sus scrofa).

Protocolos Teste Termo-resisténcia (minutos)
0 30 60 90 120

Motilidade Espermatica

1 20,9+£12,4** 14,3+11,0°* 10,7+10,8*5¢ 7,5+8,6°C  5,246,3*“

29,54¢10,9* 22,7+9,7°® 16,6£10,0° 13,0£7,8 9,846,6°

3 49,5+12,1°" 42,3+12,5°% 36,6+13,3"528,6+13,6*" 23,0+13,0°°
Vigor Espermatico

N

1 2,5+0,5*  1,9+0,9A%  1,6£0,9°°¢  1,341,1°%¢  1,241,0°C
2 2,9+04%  2,540,4**%  2,1+0,8*5¢ 1,9+0,7aC 1,840,7°>¢
3 3,4+0,4*  3,240,5*F  2,9+0,4"5¢  24+0,6bC  2,2+0,8*

abe = Valores seguidos de letras mintsculas diferentes na mesma co-
luna apresentam diferenca significativa (P<0,05). ##“P= Valores se-
guidos de letras maitisculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca significativa (P<0,05). P1 = protocolo preconizado por
Fiirst (2005) modificado quanto aos meios diluentes; P2 = protocolo
1 modificado quanto a curva de resfriamento; P3 = protocolo preco-
nizado por Ohata (2001). X+s: média e desvio padrao.

Foram registradas diferencas nos parametros
avaliados em relacdo ao tempo de incubacado e ao
protocolo utilizado. Observou-se que os valores
médios de motilidade espermaética verificados no
protocolo 3 foram maiores (P<0,05) que as registra-
das nos outros dois protocolos, em todos os peri-
odos avaliados. Do mesmo modo, a porcentagem
média de espermatozéides moéveis obtidos no pro-
tocolo 2 foi maior (P<0,05) que a obtida no proto-
colo 1. Com relacdo ao vigor espermatico entre os
protocolos, verificou-se que ambos os protocolos 2
e 3 foram superiores (PP<0,05) ao protocolo 1.

Entre os protocolos 1 e 2, verificou-se que a sim-
ples introducdo de um periodo de equilibrio de 90
minutos, antes da etapa de centrifugacdo do proto-
colo 1, resultou em melhora na motilidade e vigor
esperméticos (PP<0,05). Contudo, os valores médios
obtidos com o uso do protocolo 3, demonstraram
a superioridade do mesmo na criopreservagao das
células espermaticas dos animais do presente estu-
do, sendo o tinico protocolo que apresentou ao final
do teste caracteristicas aptas para o uso do sémen
em programas de inseminacao artificial, segundo
o CBRA (1998). Segundo Pursel & Johnson (1975),
a reducdo lenta da temperatura do sémen suino,
apos a coleta e antes de submeté-lo a temperaturas
inferiores a 15°C (tempo de equilibrio) é necessaria
antes de submeter os espermatozéides ao congela-
mento, de modo a diminuir os efeitos deletérios do
choque térmico sobre os espermatozoéides, aumen-
tando a sua viabilidade ap6s o descongelamento.
Apesar dos protocolos 2 e 3 terem utilizado o mes-
mo tempo de equilibrio (90 minutos), o P3 apresen-
tou melhores resultados de viabilidade esperma-
tica pés-descongelamento, sugerindo que a curva
de resfriamento utilizada de acordo com metodo-
logia preconizada por Fiirst et al. (2005) em sémen
se eqiiinos ndo foi eficaz para o congelamento de
sémen de suinos.

Os resultados do TTR evidenciaram uma queda
gradual dos parametros de motilidade e vigor es-
permaticos ao longo de 3 horas de duragao do teste
como demonstra a tabela 1. Para a MOT, constata-
-se que até o periodo de 30 minutos, os trés pro-
tocolos apresentam diferenca significativa entre si
(P<0,05), porém apos esse periodo, os protocolos 1
e 2 mantém valores semelhantes (I’>0,05), enquanto
que o protocolo 3 mantém valores superiores, até o
final do teste, com 120 minutos. Para o vigor esper-
matico, verifica-se que apenas no momento zero
os valores dos protocolos 2 e 3 sdo iguais (P>0,05),
e ambos, superiores ao do protocolo 1 (P<0,05). A
partir do periodo de 30 minutos até o final do teste,
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com 120 minutos, os valores obtidos no protocolo 3
permaneceram superiores aos dos protocolos 1 e 2
(P<0,05), sendo estes dois semelhantes até o térmi-
no do teste (P>0,05). Queda significativa na motili-
dade dos espermatozéides durante o TTR também
foi observada por Bwanga et al. (1991) para sémen
congelado em palhetas de 0,25 e 0,5 mL e por Pe-
laez et al. (2006) em periodos de incubagdo de 2 e 4
horas a 37°C, respectivamente.

A diferenca observada quanto a resisténcia do
sémen durante o TTR nos tempos 0, 30, 60 e 120 mi-
nutos para o resultado de motilidade entre os pro-
tocolos pode ser explicada pelo fato de ter havido
variagdes quanto a congelabilidade do sémen entre
os protocolos, ou ainda, entre os ejaculados dos di-
ferentes varrdes utilizados. Segundo Bortolozzo et
al. (2005), a grande variabilidade na resposta dos
machos suinos ao congelamento constitui-se numa
das diversas limitagdes ao emprego comercial do
sémen congelado na suinocultura moderna. Quan-
do agruparam os ejaculados quanto sua qualidade
em bons, moderados e pobres, Roca et al. (2010) re-
gistraram valores superiores ao deste estudo com
médias de 54,9£0,9; 32,8+1,1 para MOT ap6s 30 mi-
nutos de incubacdo, e de 17,0+2,4% e de 27,0£1,0;
25,0+0,8 e 9,8+1,1% para MOT apo6s 150 minutos
de incubacdo, respectivamente para os grupos de
ejaculados classificados como bons, moderados e
pobres. Resultados semelhantes foram registrados
por Larsson & Einarsson (1976) que observaram
mudangas na resposta ao TTR (3 horas de incuba-
¢ao a 37°C) entre machos suinos, com menores va-
lores obtidos dos machos com baixo potencial para
congelabilidade.

Valores superiores ao deste estudo foram regis-
trados por Ohata et al. (2001 e 2005) apds o TTR
(incubacdo do sémen descongelado em banho-
-maria a 37°C por 2 horas). Utilizando o mesmo
protocolo de congelamento deste estudo, Ohata et
al. (2001) registraram valores de 51,0+2,2; 39,4+4,0
e 32,5+5,2% para MOT ao fim do TTR, quando utili-
zaram tempo de equilibrio de 90 minutos, 20 horas
e de 20 horas com remogao do plasma seminal, res-
pectivamente. Ohata et al. (2005) observaram valo-
res de: 39,4+14,9 e 41,1+11,6% para MOT p6s TTR
nos periodos curto (90 minutos) e longo (20 horas)
de equilibrio, respectivamente.

Os resultados de motilidade e vigor espermati-
co imediatamente ap6s o descongelamento tiveram
um reflexo positivo sobre o TTR, onde, os protoco-
los que apresentaram maior motilidade ap6s o des-
congelamento, foram os mesmos que obtiveram
maior longevidade durante o teste. Comportamen-

to semelhante foi registrado no estudo de Bueno et
al. (2001) quando submeteu sémen de cao ao TTR.

A queda na motilidade espermética progressi-
va observada ao final do TTR pode ser decorren-
te da perda de componentes intracelulares ou de
lesdes estruturais na cauda dos espermatozoéides.
Segundo Harrison & Vickers (1990) é possivel que
a disponibilidade de nucleotideos ciclicos, envolvi-
dos com a fosforilagdo oxidativa e com a motilida-
de espermatica, seja insuficiente, embora as mito-
condrias mantenham sua capacidade de produzir
energia.

CONCLUSOES

Os valores registrados nos diferentes tempos de
avaliacdo no TTR neste estudo demonstram nio
ser necessario o emprego do teste por 120 minutos,
uma vez que, ap6s 90 minutos, os parametros ja nao
apresentam diferencga estatisticamente (P>0,05). Os
valores médios obtidos com o uso do protocolo 3,
demonstram a superioridade do mesmo na crio-
preservagao das células espermaticas dos animais
do presente estudo, sendo o tnico protocolo que
apresenta ao final do teste caracteristicas aptas
para o uso do sémen em programas de insemina-
cdo artificial, segundo o CBRA (1998).
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