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Resumo

A criopreservagao espermatica, apesar de oferecer inlimeras vantagens a produgdo animal, é responsavel
pelo comprometimento da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides, o que ¢ intensificado pelas
variagdes individuais e espécie-especificas, as quais interferem na capacidade dos gametas em suportarem este
procedimento. Deste modo, o objetivo desta revisdo ¢ descrever a morfofisiologia espermatica e os aspectos
fundamentais do processo de criopreservacdo, assim como o comportamento dos espermatozoides
criopreservados de caprinos e ovinos.
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Abstract

The sperm cryopreservation, despite offering several advantages to livestock, is responsible for the
impairment of structural and functional integrity of sperm, which is intensified by individual and species-specific
variations, which interfere on the ability of gametes to support this procedure. Thus, the aim of this review is to
describe the sperm morphophysiology and the fundamental aspects of the cryopreservation process, as well as
the behavior of goat and ram cryopreserved sperm.
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Introducao

A criopreservagdo do sémen, associada a inseminagdo artificial (IA), ¢ uma biotécnica reprodutiva que
oferece muitas vantagens a indistria da produ¢@o animal (Salamon ¢ Maxwell, 1995), especialmente relacionada
a programas de melhoramento animal. Entretanto, para alguns reprodutores, a conservacdo de seus
espermatozoides pelo frio torna-se um problema, particularmente quando armazenados congelados, o que pode
resultar em alteragdes biologicas e funcionais (Ortega et al., 2003). Tais alteracdes sdo responsaveis por causar
danos as membranas espermaticas, reducdo da motilidade e da viabilidade espermatica, e posteriores prejuizos
durante o transporte dos gametas no sistema reprodutivo da fémea e durante a fertilizagdo (Salamon e Maxwell,
1995; Ortega et al., 2003). Diante do exposto, foi objetivado nesta revisdo descrever a morfofisiologia
espermatica e os aspectos fundamentais do processo de criopreservagdo, assim como o comportamento dos
espermatozoides criopreservados, de caprinos e ovinos.

Célula espermatica

Os espermatozoides ou gametas masculinos foram identificados em 1677 por Van Leeuwenhoek (Sikka,
1996; Pesch e Bergmann, 2006; Silva ¢ Gadella, 2006) ¢ classificados como células terminais, desprovidas de
capacidade reparadora (Purdy, 2006b) e morfologicamente divididas em cabega, colo e cauda (Singh, 2006).
Esses gametas sdo produzidos nos testiculos, por um processo conhecido como espermatogénese, ¢ maturados no
epididimo (Setchell, 1993), constituindo o sémen quando em associagdo as secregdes das glandulas sexuais
acessorias (Nalbandov, 1976; Hafez ¢ Hafez, 2004).

A cabega do espermatozoide, em geral, é constituida por acrossoma e nticleo, sendo o acrossoma uma
organela originada a partir do complexo de Golgi e com enzimas hidroliticas em seu interior, tais como pro-
acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases acidas (Pesch e Bergmann, 2006). Essas enzimas s@o liberadas
durante o processo de reagdo acrossomal para que haja a penetragdo do espermatozoide no oocito (Pesch e
Bergmann, 2006), ou seja, a fertilizagdo (Esteves et al., 2000), devendo o acrossoma se manter integro até que a
zona de ligacdo entre o gameta masculino ¢ o feminino esteja completa (Silva e Gadella, 2006).

O nucleo do espermatozoide retém a cromatina condensada com as informagdes genéticas que irdo
constituir o genoma de um novo individuo, apds fertilizagdo, sendo a integridade desta estrutura indispensavel
para que haja o perfeito desenvolvimento embrionario e para que a gestagdo seja levada a termo (Moraes et al.,
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1998). Neste contexto, existem evidéncias de que os defeitos na estrutura nuclear apresentam correlagdo positiva
com a redugdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides ¢ desenvolvimento de defeitos embrionarios
precoces (Pesch e Bergmann, 2006), tornando o potencial de fertilidade das células espermaticas um reflexo do
estado de sua cromatina (Evenson et al., 1999).

O colo do espermatozoide representa a pequena area de ligacao entre a cabega ¢ a peca intermediaria
(Mies Filho, 1987), enquanto a cauda corresponde a parte mais longa do espermatozoide, formada pelas pecas
intermediaria, principal e terminal (Singh, 2006). A pega intermediaria ¢ de estrutura complexa e caracterizada
pela presenga da bainha mitocondrial (Mies Filho, 1987; Carvalho et al., 2002), responsavel pela geragdo da
energia utilizada pelo axonema para execucao dos movimentos flagelares (Carvalho et al., 2002; Hafez e Hafez,
2004; Singh, 2006), essenciais para que os espermatozoides de mamiferos alcancem o local da fertilizacdo e
possam dar inicio a este processo (Pesch e Bergmann, 2006).

Adicionalmente, ¢ sabido que toda a extensdo da célula espermatica é recoberta pela membrana
plasmatica, a qual possui carater lipoproteico ¢ tem por fungdo manter o gradiente quimico de ions e outros
componentes soliveis, por meio de sua caracteristica de semipermeabilidade (Silva ¢ Gadella, 2006). Deste
modo, para que os espermatozoides tenham sucesso na fertilizagdo, é necessario que apresentem membranas ¢
organclas funcionais e genoma haploide intacto, visto que apenas nestas condigdes os gametas masculinos
podem sofrer capacitacdo, reagdo acrossomal ¢ hiperativagdo (Silva e Gadella, 2006), essenciais ao processo de
fertilizacdo (Ladha, 1998).

Criopreservacio do sémen

A congelagdo do sémen oferece notaveis beneficios praticos a reproducdo (Holt, 2000; Fickel et al.,
2007), particularmente pela formagdo dos bancos de germoplasma, uma vez que o frio ¢ o promotor mais
eficiente do estado de anabiose (Mies Filho, 1987). Entretanto, a congelabilidade do s€émen sofre influéncia de
variagdes especificas (Bailey e Buhr, 1995; Hafez e Hafez, 2004; Stornelli et al., 2005) e individuais, as quais
sdo descritas como provenientes de diferencas biofisicas e bioquimicas das membranas dos espermatozoides
(Hafez e Hafez, 2004).

Além das variagdes entre espécies e individuos a congelagdo, atengdo especial deve ser dada ao tipo de
processamento utilizado para a congelagdo. Para a espécie caprina, por exemplo, a necessidade de centrifugacao
do sémen para a remogdo das fosfolipases do plasma, antes de sua dilui¢do e criopreservagdo, ¢ uma etapa que
submete os espermatozoides a danos celulares e, consequentemente, ao comprometimento de sua integridade
(Castelo et al., 2008). Em virtude disto, € essencial a otimizagdo da técnica de congelagdo de acordo com o tipo
de sémen utilizado (Ortega et al., 2003), para que ndo somente haja a conservagdo de um elevado nimero de
espermatozoides sobreviventes, como também estes tenham habilidade fertilizante (Stornelli et al., 2005).

Diluentes

Em termos gerais, nos meios diluidores devem estar presentes carboidratos, como fonte de energia;
tampOes para manuten¢do do pH e da pressdo osmoética em faixas apropriadas; antibidticos para inibir o
crescimento microbiano no sémen; crioprotetores ndo penetrantes que, além de terem fungo nutritiva, protegem
as células contra o choque frio, @ medida que os espermatozoides sdo refrigerados até 5°C; e crioprotetores
penetrantes para protegerem os espermatozoides dos efeitos deletérios da congelagdo (Hafez e Hafez, 2004;
Purdy, 2006a).

Os ambientes quimicos e osmoéticos dos espermatozoides exercem importante papel sobre sua
sobrevivéncia (Holt, 2000), tornando indispensavel que os diluentes utilizados para a preservagdo do sémen
apresentem pH e osmolaridade adequados e capacidade protetora contra as crioinjurias (Salamon e Maxwell,
2000). Para as espécies caprina e ovina ¢ recomendado que o pH e a osmolaridade dos meios de congelacao de
sémen estejam na faixa de 6,8 e 300 mOsm (Oliveira et al., 2011), respectivamente, para que haja manutencdo da
integridade estrutural e funcional dos espermatozoides (Soylu et al., 2007).

Com relagdo aos crioprotetores, os quais sdo classificados como penetrantes e ndo penetrantes nas
células, estes sdo acrescidos ao meio de criopreservagdo com a finalidade de minimizar os estresses fisicos e
quimicos resultantes da refrigeracéo, congelacdo e descongelagdo dos espermatozoides (Purdy, 2006a). O efeito
protetor destes agentes decorre de suas propriedades coligativas, o que determina a redugdo da formagéo de gelo
como consequéncia da redugdo do ponto eutético, além da desidratacdo da célula ¢ de sua exposigdo a um menor
estresse osmotico (Avila-Portillo et al., 2006).

Os crioprotetores ndo penetrantes sdo macromoléculas que, durante a congelagdo, dispdem-se entre a
membrana plasmatica e os fluidos hiperosmoéticos que a rodeiam (Holt et al., 1992), sendo sua ag@o crioprotetora
efetiva, mesmo quando sdo utilizadas elevadas velocidades de congelagdo, o que se deve a promogdo de uma
rapida desidratacio celular (Avila-Portillo et al., 2006). Entre os crioprotetores nio penetrantes de maior
destaque para a criopreservacao de espermatozoides caprinos e ovinos estdo a gema de ovo e o leite desnatado,
embora outros agentes também possam ser utilizados com a mesma finalidade, como ¢ o caso de alguns
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aminoacidos e aglicares (Purdy, 2006a).

A gema de ovo e o leite desnatado sdo comumente utilizados nos diluidores seminais pelo fato de
protegerem as células durante as etapas de congelagdo e descongelagdo, com agdo caracteristica sobre a
membrana plasmatica dos espermatozoides (Salamon e Maxwell, 2000). Os fosfolipideos ¢ as lipoproteinas de
baixa densidade, presentes na gema de ovo, possuem efeito protetor contra o choque frio (Stornelli et al., 2005) e
possibilitam a restauragdo dos fosfolipideos da membrana perdidos durante a refrigeracdo do sémen
(Hammerstedt et al., 1990), o que também se aplica ao leite desnatado (Mies Filho, 1987).

Apesar de a gema de ovo e de o leite desnatado serem a base dos diluidores seminais para pequenos
ruminantes (Colas, 1975; Tasseron et al., 1977; Salamon e Maxwell, 2000), estudos tém sido realizados visando
obter diluidores quimicamente definidos a fim de eliminar todos os constituintes de origem animal (Fukui et al.,
2008). Em virtude disto, diluidores a base de dgua de coco (ACP-102; Figueirédo et al., 2007; Oliveira et al.,
2011) e lecitina de soja (Fukui et al., 2008; Sharafi et al., 2009) tém sido utilizados para a criopreservagdo do
sémen, com obtencdo de resultados satisfatorios para espermatozoides ovinos e caprinos.

Dentre os agucares que exercem fung@o crioprotetora ndo penetrante, utilizados nos meios diluidores
para criopreservagdo seminal, estdo a lactose, a rafinose ¢ a trealose (Purdy, 2006a; Valente et al., 2010). O
principio de atuag@o dos agucares ndo penetrantes se baseia na elevacdo da pressdo osmotica e subsequente
desidratagdo celular, com redugdo da formagdo de gelo intracelular, fato que justifica seu frequente uso nos
meios de congelacdo de espermatozoides e oocitos, uma vez que minimizam o estresse osmotico causado
durante a etapa de refrigeracdo (Squires et al., 2004). Além disso, os aglcares podem interagir com os
fosfolipideos da membrana plasmatica, reorganizando-a e, a partir disto, aumentando a capacidade de
sobrevivéncia dos espermatozoides submetidos ao processo de criopreservacao (Purdy, 2006a).

Por outro lado, os crioprotetores penetrantes podem ser classificados como alcodlicos ou amidas
(Ashwood-Smith, 1987), os quais sdo permedveis as membranas e atuam intra e extracelularmente, visando
promover a desidratagdo celular (Purdy, 2006a). Por meio deste processo de desidratacdo, o ponto de congelacdo
da célula ¢ reduzido, resultando em menor formacdo de gelo intracelular e consequente manutencdo da
sobrevivéncia e fertilidade dos espermatozoides (Purdy, 2006a). Entre os crioprotetores alcodlicos comumente
utilizados para a preservagdo de espermatozoides caprinos ¢ ovinos, destacam-se o glicerol e o etileno glicol
(Moraes et al., 1998; Bittencourt et al., 2004), enquanto entre as amidas podem-se citar a acetamida (Silva et al.,
2012b) e a dimetilformamida (Silva et al., 2006).

O glicerol ¢ utilizado quase que universalmente nos processos de congelagdo do sémen (Hafez e Hafez,
2004), embora seu completo mecanismo de agdo para a criopreservacio espermatica ainda ndo esteja totalmente
estabelecido (Moraes et al., 1998). Entretanto, sabe-se que este ¢ um crioprotetor penetrante que atua sobre a
membrana plasmatica estabilizando-a e evitando a formagdo de danos em sua estrutura gerados pela exposi¢ao
da célula a elevadas concentragdes de sais durante a congelagdo (Holt et al., 1992). Além disso, o glicerol
modifica a formacao de cristais de gelo, reduzindo a lesdo mecénica dos espermatozoides durante a cristalizagdo,
uma vez que penetra na célula e substitui parcialmente seu contetido de dgua e de eletrolitos (Singh, 2006).

A concentragdo de glicerol nos diluentes de congelagdo sofre limitagdes em decorréncia de sua
toxicidade, o que estd diretamente relacionado a espécie animal, as taxas de refrigeracdo e de congelacdo
utilizadas, a composi¢do e pressdo osmotica do diluente e ao método de adigdo do crioprotetor (Salamon e
Maxwell, 2000). Deste modo, quando utilizado em um diluidor com elevadas concentra¢des de gema de ovo, a
concentragdo de glicerol requerida ¢ menor (Salamon ¢ Maxwell, 2000) e, em diluentes a base de Tris, este pode
ser adicionado em uma Unica etapa ao diluente inicial usado para a refrigeragdo do sémen (Hafez e Hafez, 2004).

Como consequéncia dos efeitos toxicos do glicerol sobre os espermatozoides, tém-se desenvolvido
inameras investigagdes com o objetivo de identificar crioprotetores alternativos (Silva et al., 2012a, b). Neste
contexto, o etileno glicol se destaca na espécie ovina em virtude de sua superior capacidade crioprotetora em
relacdo ao glicerol, determinando maior prote¢do do acrossoma (Moraes et al., 1998) e das membranas
espermaticas (Brisola et al., 1999). Entretanto, quando utilizado em elevadas concentragdes, o etileno glicol
apresenta desempenho negativo sobre os espermatozoides ovinos e caprinos (Moraes et al., 1998; Souza et al.,
2002; Bittencourt et al., 2004), embora a acdo deste agente em relagdo a concentragdo utilizada seja muito
variavel (Silva, 2012b).

As amidas também tém sido testadas como crioprotetor alternativo e, em decorréncia de muitas destas
apresentarem um menor peso molecular do que o glicerol, supde-se que possam induzir menos danos osmoticos
(Alvarenga et al., 2005; Melo et al., 2007) e que apresentem melhores resultados na criopreservagdo do sémen
com taxas de refrigeracdo e congelagcdo mais rapidas (Alvarenga et al., 2005). Em contrapartida, embora amidas
como a acetamida tenham sido utilizadas com sucesso para a criopreservacdo de espermatozoides de coelhos
(Kashiwazaki et al., 2006; Okuda et al., 2007), em espermatozoides de equinos a acetamida e a formamida
apresentam baixo efeito protetor, tendo sido a acetamida deletéria aos espermatozoides de ovinos (Silva et al.,
2012a, b).

A eficacia dos crioprotetores para a congelagdo de sémen sofre a influéncia de variagdes espécie-
especificas (Kashiwazaki et al., 2006; Okuda et al., 2007) e individuais (Garner et al., 1999), o que esta
relacionado ndo apenas as diferengas na permeabilidade da membrana, mas a todos os aspectos estruturais e
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funcionais dela (Holt, 2000). Tais variacdes a ag@o dos crioprotetores sdo descritas como provenientes de
diferencas na ativacdo energética necessaria para o influxo de agua e crioprotetores na célula, o que tem sido
relacionado a presenga ou ndo de canais proteicos de 4gua na membrana celular, chamados aquaporinas (AQP7)
(Kashiwazaki et al., 2006; Okuda et al., 2007), os quais tornam as células mais permeaveis (Avila—Portillo et al.,
2006).

Crioinjurias espermaticas

Apesar de a criopreservacdo do sémen oferecer muitas vantagens a industria da producdo animal
(Salamon e Maxwell, 1995), ela representa um problema para alguns reprodutores (Ortega et al., 2003). Isso
porque o armazenamento do sémen, particularmente no estado congelado, determina, ao longo de todas as etapas
da criopreservagdo (Tasseron et al., 1977), mudangas nas caracteristicas espermaticas (Esteves et al., 2000) pela
geracdo de danos letais ou subletais (Stornelli et al., 2005) em niveis ultraestrutural, bioquimico e funcional
(Salamon ¢ Maxwell, 1995; Leboeuf et al., 2000). Tais alteragdes culminam na redug¢do da motilidade,
viabilidade, capacidade de transporte ao longo do sistema genital feminino e fertilidade (Salamon e Maxwell,
1995; Leboeuf et al., 2000).

Durante a etapa de dilui¢do do sémen, as manifestagdes de mudangas drasticas de pH estdo relacionadas
com a geracdo de danos espermaticos, infertilidade e perda de motilidade (Purdy, 2006a). Da mesma forma,
osmolaridades elevadas podem ser associadas a reducdo da integridade celular (Curry et al., 1994; Molinia et al.,
1994), fatores que tornam indispensavel o controle das variagdes de pH e osmolaridade para que a viabilidade e a
habilidade fertilizante dos espermatozoides sejam preservadas durante o processo de criopreservacao (Molinia et
al., 1994).

No sémen criopreservado, o numero de células lesadas e apoptéticas aumenta consideravelmente em
relagdo ao sémen in natura, independentemente das técnicas de congelaco e descongelacdo utilizadas (Ortega et
al., 2003) e da espécie trabalhada. As crioinjurias decorrem da interacdo entre as mudangas biofisicas,
bioquimicas e ambientais ocorridas durante o processo de criopreservacdo (Fickel et al., 2007), submetendo as
células criopreservadas a estresses resultantes das mudancas de volume e consequentes alteragdes nas
concentragdes de ions e eletrolitos nas solugdes intra e extracelulares (Stornelli et al., 2005).

As crioinjurias podem ser classificadas, de acordo com sua origem, em primarias, oriundas da acao
direta dos cristais de gelo formados durante o choque frio, e secundarias, determinadas pelo efeito solucdo
(interacdo agua-soluto) por meio do incremento da concentragdo de solutos, na medida em que o gelo ¢é
progressivamente produzido (Holt, 2000; Pesch e Bergmann, 2006). Concomitantemente, uma taxa de
refrigeracdo otima deve ser lenta o bastante para prevenir a formagao letal de cristais de gelo intracelular e rapida
o suficiente para minimizar os efeitos nocivos da prolongada exposi¢do a altas concentra¢des de sais (Holt,
2000), uma vez que tais eventos comprometem a sobrevivéncia (Curry et al., 1994) e a fertilidade espermatica
(Arruda et al., 2007).

Por sua vez, a descongelacdo consiste na inversdo das mudangas ocasionadas pelos processos de
refrigeracdo e congelacdo, sendo observados, durante esta etapa, o decréscimo na concentracdo intracelular de
soluto e a restauracdo da concentracdo de agua e do volume celular (Holt et al., 1992). Apesar de a
descongelagdo estar ligada ao restabelecimento das caracteristicas celulares, esta pode ocasionar peroxidacdo
lipidica e danos a membrana, decorrentes do rapido aumento da utilizagdo de oxigénio pelo espermatozoide
(Guerra et al., 2004), assim como a ruptura da membrana em razdo do excessivo fluxo de agua para o interior da
célula (Holt, 2000). Deste modo, ¢ indispensavel que a técnica de descongelagdo seja determinada de acordo
com o método de congelagdo utilizado (Purdy, 2006a) e que seja rapida o bastante para evitar a recristalizagdo
(Avila-Portillo et al., 2006). Para caprinos e ovinos ¢, normalmente, usada a temperatura de 37°C por 30
segundos (Soares et al., 2011; Silva, 2012b).

E caracteristico ao sémen criopreservado a manuten¢do de um menor niimero de espermatozoides
morfologicamente normais (O’Connell et al., 2002), assim como a perda da motilidade celular (Watson, 2000).
Com relagdo a motilidade, sua perda tem sido descrita como oriunda tanto de danos causados & membrana
quanto da disfun¢do mitocondrial (Aurich, 2005). Contudo, esta também pode ser determinada pelo
desenvolvimento de anormalidades na cauda, geradas durante o processo de criopreservagao (O’Connell et al.,
2002), com destaque para aquelas relacionadas ao axonema (Holt et al., 1992).

A integridade da membrana plasmatica parece ser o parametro espermatico mais afetado pela
criopreservagdo (Avila-Portillo et al., 2006; Arruda et al., 2007). Isso porque as mudangas de temperatura
submetem as membranas a estresses oriundos da fase de transicdo de sua estrutura do estado liquido cristalino
para o de gel (Canisso et al., 2008), alterando sua funcdo (Watson, 2000). Como consequéncia disto, ocorrem
danos as membranas acrossomais ¢ mitocondriais (Quinn et al., 1980), assim como reagdo acrossomal prematura
(Leboeuf et al., 2000). Tal fato leva os espermatozoides com membranas plasmaticas danificadas a serem
considerados incapazes de realizar o processo de fertilizagdo (Silva e Gadella, 2006), uma vez que apenas
espermatozoides com membranas intactas podem sofrer capacitagdo e reacdo acrossomal (Pesch e Bergmann,
2006).
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A variagdo na composicado lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides tem sido considerada
fator determinante para a viabilidade do ejaculado submetido aos processos de congelagdo (Valenca e Guerra,
2007). Isso porque os lipidios constituem um dos principais substratos das espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Sikka, 1996), as quais tém sua producdo intensificada durante a criopreservagdo (Watson, 2000). Como
consequéncia da peroxidacao lipidica, ocorre perda de fluidez da membrana e das fungdes celulares (Sanocka e
Kurpisz, 2004), o que resulta no comprometimento da capacidade fertilizante do espermatozoide (Sarlos et al.,
2002) e dos resultados ap6s IA (Brisola et al., 1999).

O numero de espermatozoides com acrossomas reagidos também aumenta consideravelmente apos a
criopreservacao (Peris et al., 2004), fato que sofre interferéncia direta do incremento da concentragdo de Ca*"
intracelular, gerado durante o processo de armazenamento do sémen (Sanocka e Kurpisz, 2004). A reagéo
acrossomal ¢ marcada pela fusdo entre a membrana plasmatica e a acrossomal externa, resultando na formagao
de vesiculas e permitindo a liberagdo das enzimas do conteido acrossomal (Carvalho et al., 2002). Assim,
quando a reagdo acrossomal ocorre precocemente, este gameta apresenta infertilidade (Silva e Gadella, 2006) e
aumento da susceptibilidade a desnaturagdo do DNA nuclear (Peris et al., 2004).

Com base nas informagdes anteriores, ¢ notorio que, embora a capacitagdo seja um processo fisiologico,
marcado inicialmente por alteragdes na membrana plasmatica (permeabilidade em relag@o ao transporte de ions
calcio) e consequentes modifica¢des morfologicas (reagdo acrossomal) e fisiologicas (hiperativagdo do flagelo)
(Carvalho et al., 2002), ela pode ocorrer durante a criopreservagdo (Watson, 1995; Mortimer e Maxwell, 2004),
como resultado das variagdes de temperatura (Stornelli et al., 2005). Neste caso, a capacitagdo espermatica passa
a ser denominada de criocapacitagdo, sendo frequentemente observada em espermatozoides submetidos a
congelacdo e descongelagdo (Watson, 1995; Mortimer e Maxwell, 2004), o que pode comprometer a fertilidade e
a capacidade fertilizante destas células (Salamon e Maxwell, 2000).

Consideracdes finais

Com base no exposto, pode-se constatar que, embora a criopreservagdo do s€émen das espécies caprina e
ovina possibilite o desenvolvimento destas atividades pecuarias, quando em associacdo a IA, sua utiliza¢do ainda
¢ limitada pelos danos celulares gerados durante o processamento do s€émen e que comprometem as taxas de
fertilidade obtidas ap6s IA. Em virtude disto, ¢ notodria a crescente necessidade em se realizarem pesquisas, a fim
de se aperfeigoar a técnica de criopreservacdo do sémen destas espécies para que seja alcangado com sucesso o
maximo aproveitamento genético de animais de alto valor.
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