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RESUMO

A qualidade das amostras seminaistem papel importante nadeterminagdo dos indices defertilidade dos programas
deinseminacdo artificial. Nesse sentido, o objetivo do estudo foi comparar aefetividade de 2 diluidores de criopreservacéo
de sémen bovino em relac8o aos padres de motilidade pds-descongelacdo avaliada pelo método computadorizado
(CASA), integridade de membrana plasmética (1M P) e viabilidade ao teste determorresisténciarapido (TTR) proporcionada
por cada uma das metodol ogias de congelagéo. Para o estudo foram utilizados 10 touros da raga Nelore, obtendo-se dois
gjaculados de cada animal. Os ejaculados foram fracionados em duas aliquotas, submetidas a criopreservacéo com o0s
diluidores Botu-Bov® (grupo desafio) e Tris-gema de ovo-frutose (grupo controle). Os dados foram analisados pelo
programaGrafpad Instat 5.0, comparando-se as médias obtidas por meio do “teste T” de Student e “teste T” com variancias
diferentes(p<0,05). Dentre asvaridvei sde movimento geradaspelatécnicaCASA, foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) para motilidade progressiva (MP), amplitude lateral de cabega espermatica (ALH), freguiéncia de batimentos
(BCF), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) entre os dois grupos estudados. N&o foi observada influéncia do meio
diluidor quanto alMP eresisténciaao TTR. Os dados gerados permitem concluir que os espermatozoides criopreservados
com o diluidor Botu-Bov® apresentaram maior linearidade de movimento em relacdo ao grupo controle, indicando uma
maior viabilidade espermética pds-descongel agéo.

PALAVRAS-CHAVE: Sémen bovino. Congelacdo. Meio diluidor. Motilidade espermatica.

ABSTRACT

The quality of the seminal sampleshasan important rolein the determination of theindexes of fertility in artificial
insemination programs. In that sense, the aim of the study wasto compare the efficacy of 2 extendersfor cryopreservation
of bull semen in relation to the motility patterns post-thaw evaluated by computer-assisted sperm analysis (CASA), the
integrity of plasmatic membrane (IMP) and viability to thefast term-resistancetest (TTR) proportionate for each one of the
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freezing methodology. For the study 10 bulls of the Nelore breed were used, obtaining two ejaculated of each animal.
Ejaculates were then splited in two batches, submitted to cryopreservation with the extenders Botu-Bov® (Challenge
group) and Tris-egg yolk-fructose (Control group). The datawere analyzed by the software Grafpad I nstat 5.0, comparing
the averages obtained through the “test T of Student and “test T” with different variances (p<0,05). Among the motional
variables generated by the CASA technique, significant differenceswere observed (p<0,05) for progressive motility (MP),
amplitude of lateral head displacement (ALH), beat-crossfrequency (BCF), straightness (STR) and linearity (LIN) among
the two groups. Influence of the extenders was not observed concerning IMP and resistance to TTR. In conclusion, the
present study indicates that the spermatozoa freezing with the Botu-Bov® extender presented greater linearity in relation
to the control group, indicating a higher post-thaw viability.

KEY WORDS: Bovine semen. Freezing. Extender. Sperm motility.

RESUMEN

Lacalidad delas muestras seminal es cumple un papel importante en ladeterminacién delosindices defertilidad en
los programas de inseminacion artificial. El objetivo de este estudio fue comparar la efectividad de dos diluyentes de
criopreservacion para semen bovino con relacion a los patrones de motilidad post descongelacion, evaluada por €l
método computadorizado (CASA), y examinar la integridad de la membrana plasmética (IMP) y viabilidad al teste de
termorresistencia rgpido (TTR) proporcionada por cada una de las metodol ogias de congelacion. Para el estudio fueron
utilizados diez toros de laraza Nelore, obteniéndose dos eyaculados de cada animal. L os eyaculados fueron fraccionados
en dos muestras sometidas a la criopreservacién con los diluyentes Botu-Bov® (Grupo desafio) y TRIS-yema-fructosas
(Grupo control). Los datos fueron analizados por el programa Grafpad Instat 5.0, comparando |as medianas obtenidas por
el teste“T de Student” y el teste“ T” con variancias distintas (p<0,05). Entre | as variables de movimiento generadas por la
técnicade CASA, fueron observadas diferencias significativas (p<0,05) paralamotilidad progresiva(MP), amplitud lateral
decabeza (ALH), frecuenciade batimientos (BCF), rectilinealidad (STR) y linealidad (L IN) entrelos dos grupos estudiados.
L osdados generados permiten concluir que los espermatozoides criopreservados con el diluyente Botu-Bov® presentaron

mayor linealidad en relacion al grupo control, indicando una mayor viabilidad espermética post descongelacion.

PALABRAS-CL AVE: Semen bovino. Congelacion. Diluyente. Motilidad espermética.

INTRODUCAO

Segundo revisdes de Foote e Kaproth (2002),
quando o sémen bovino congelado foi testado pela
primeira vez comercialmente vérios fatores foram
considerados, como os meios diluidoresaserem utilizados,
ataxade resfriamento e aconcentracdo de crioprotetores.
O principa proposito da criopreservacdo do sémen € a
manutencdo da capacidade fertilizante dos
espermatozdides, enquanto a diluicdo dos e aculados
proporciona a maximizacdo do uso de touros
geneticamente superiores (KOMMISRUD et al., 1996).

No entanto, apesar de a inseminacdo artificial
utilizar sémen bovino criopreservado e representar o tipo
de manejo reprodutivo mais difundido na producédo
pecudriamundial (CURTISeta., 1998, MEDEIROSet dl.,
2002), poucos avancos tecnol 6gicos tém sido observados
nas Ultimas décadas em relagdo a melhora dos indices de
congel abilidade dos gjaculados (CHEN et al., 1993, HOLT,
2000). Até o presente, admite-se uma perda significativa
do potencial fertilizante das amostras congeladas com a
maioria das técnicas vigentes (COOTER et al., 2005,
MEDEIROSet al., 2002, NAGY etal., 2004, THUN etal.,
2002, WATSON, 2000). Embora a criopreservagéo de

sémen tenha-se tornado uma rotina na industria bovina
da inseminacdo artificial, alcancando resultados
satisfatériosem termosdefertilidade (CHEN et d., 1993),
amaioriados protocol os utilizados atual mente encontram-
se empiricos, observando-se um ndmero consideravel de
espermatozoides que falham em sobreviver ao
processamento (NAGY et al., 2004).

O sémen bovino criopreservado geralmente
fornece menorestaxas defertilidade em relacéo ao sémen
fresco. Quando comparagdes sdo realizadas baseando-se
em um ndmero similar de espermatozdides moveis
(assumindo viabilidade), os resultados de fertilidade do
sémen congelado sdo inferiores aos obtidos com sémen
fresco (WATSON, 2000). Os principaisfatores envolvidos
nessaquedadefertilidade s8o asmudancas detemperatura
durante o processo biotecnoldgico, o estresse osmotico
e toxico representado pela exposi¢éo aos crioprotetores e
aformacéo e dissolucéo de cristais de gel o extracelulares
(RASUL et dl., 2001, WATSON, 2000). A criopreservacdo
€ estressante para os espermatozéides, afetando a
integridade das membranas espermaticas, incluindo a
plasmética, acrossomal e membrana mitocondrial
(JANUSKAUSKAS et al., 2003). Segundo Papa et al.
(2000), aintegridade de membranaé um pré-requisito para
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que ocorram 0s eventos relacionados ao processo de
fertilizac8o, que incluem a capacitagdo espermdtica, a
penetracdo através dos revestimentos do ovocito, ligacdo
a zona pellcida, reacdo acrossomal e fusdo dos gametas.

A gemade ovo em combinagdo com o tampdo Tris
(tris-hidroximetilaminometano) e citrato de sodio
correspondem aos constituintes mais comuns presentes
nos diluidores de congelacdo de sémen bovino
(VISHWANATH e SHANNON, 2000), sendo o Tris-gema
deovo o meio decriopreservacdo mais utilizado no mundo,
segundo revisdesde Tardif et al. (1997). No entanto, apesar
dos encorajadores resultados comerciais e cientificos,
comumente sdo observadas quedas de motilidade ao redor
de 50% pos-descongelagdo para o sémen bovino
criopreservado com o diluidor Tris-gema em relacdo ao
sémen fresco ndo diluido (BILODEAU et al., 2002),
resultados que justificam a busca por inovacdes
bi otecnol 6gi cas rel acionadas ao processamento do sémen
de touros.

Com base nos resultados alcangados por Alberti
et al. (2004), que demonstraram uma maior resisténecia
espermética ao teste de termorresisténcia rapido (TTR)
proporcionada por novos meios de criopreservagéo, o
objetivo do presente estudo é comparar a efetividade de
dois diferentes diluidores de congel acdo de sémen bovino
em relacdo aos padrfes de motilidade pds-descongel agéo
avaliada pelo método computadorizado (CASA),
comparando aintegridade de membranaplasmética (IMP)
e resisténcia ao TTR proporcionada por cada uma das
metodologias de criopreservacdo, testando-se, dessa
forma a hipétese da influéncia do meio diluidor sobre a
viabilidade do sémen bovino congelado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois diluidores de congelagdo no
experimento: 0 meio Tris-gemade ovo-frutose (TRIS) eo
diluidor comercia Botu-Bov® (Biotech Ltda, Botucatu/
SP), representando umainovagao nacional nacongelacdo
do sémen bovino. Para o preparo de 1000 mL do meio
TRIS, foram utilizados 30,28 g do tampéo Tris (tris-
hidroximetilaminometano), 17,30 g de é&cido citrico
monohidratado, 12,50 g defrutose e 0,25 g de sulfato de
amicacina, ressuspendidosem 1000 mL de dguadestilada
e deionizada. A partir da solucéo confeccionada (solucéo
mée), foram retirados 736 mL, adicionando-se 200 mL de
gema de ovo (20%) e 64 mL de glicerol, resultando em
1000 mL do meio diluidor de congel agdo naconcentracdo
final de 6,4% de crioprotetor.

Para o estudo, foram utilizados 10 touros
daraca Nelore (idade entre 20-24 meses) pertencentes a
fazenda Barreiro Rico (Anhembi/SP), manejados
exclusivamente em sistema de pastejo rotacionado em
capim Tanzénia. Foram obtidos dois ejaculados de cada

anima (intervalo de 3 dias), por meio de el etrogjacul agdo
(Eletrojet®), utilizando-seo materia daprimeiracoletapara
atriagem inicial dos animais e o segundo ejaculado para
as avaliacbes das metodologias de congelacdo em teste.
Apenas 0s animais que apresentaram motilidade
espermética superior a 50% a primeira coleta e defeitos
espermdticos totais inferiores a 25% foram utilizados no
estudo.

Apos avaliagdo subjetivaimediatadamoetilidade e
concentragdo espermatica em microscopia optica
convencional, os g aculadosforam igual mente fracionados
em duas aliquotas e diluidos, respectivamente, em meio
TRIS (Grupo controle) e no diluidor Botu-Bov® (Grupo
BB: desafio). A concentragdo espermatica final,
determinada sob microscopia Optica convencional em
camera hematocitométrica de Neubawer, foi fixada em
50 10° espermatozéides/mL para os dois grupos, sendo
ambos diluidores em teste utilizados como fragdo Unica,
j& apresentando o crioprotetor gliceral (6,4%) no ato da
diluicéo.

As amostras foram envasadas em pal hetas
francesasde 0,5 mL (IMV® Technol ogies) e acomodadas
em raques horizontais para realizagdo da curva de
resfriamento em geladeira digital (Minitibe®) a
temperatura constante de 5°C por 3 horas. |mediatamente
apos o resfriamento, foi iniciada a curva de estabilizagdo
em vapor de nitrogénio liquido (N,) mediante o
acondicionamento das amostras em caixa de isopor
convencional de35L aumadisténciafixade5cm acimado
nivel do N, por 20 minutos. Decorrido o periodo de
estabilizag8o, procedeu-se a congel agdo das amastras por
imers3o diretano N, e posterior armazenamento do sémen
em botijdo criobiol 6gico. Para padronizacao das andlises,
foi instituido um periodo minimo de 3 dias de estocagem
para o inicio das avaliagdes laboratoriais.

As pahetas processadas foram descongeladas em
banho-maria a 46°C por 20 segundos (DELL’ AQUA Jr,
2001) e submetidas a analise computadorizada do
movimento espermatico (CASA) no aparelho Hamilton
Thorn Research® Ivos-12/EUA. Paracadaamostraseminal
foram observados 5 campos aleatorios, avaliando-se um
numero minimo de 100 células por campo. Os parametros
de movimento espermético gerados pelatécnicaCASA e
avaliados no presente estudo, correspondem, segundo
Arrudaet a. (2004) eFarrell et al. (1998): Motilidade Total
(MT, %), representada pela soma de todas as células
moveis; Matilidade Progressiva (MP, %) é aporcentagem
de células movendo-se progressivamente; Vel ocidade de
Trajeto (VAPR, um/s) é avelocidade médiaininterrupta do
trajeto da célula; Velocidade Progressiva (VSL, pum/s)
corresponde a velocidade média percorridaem linhareta
entre os pontos inicial e final do trajeto; Velocidade
Curvilinear (VCL, um/s), que é a velocidade média
mensurada de ponto a ponto do trgjeto percorrido pela
célula; Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabega
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(ALH, pm) é a largura média da oscilagdo da cabega
espermatica ao longo do movimento; Frequéncia de
Batimentos (BCF, Hz) éafreqliénciacom que acabecado
espermatozoide move-se para tras e para frente durante
um trajeto percorrido; Retilinearidade (STR, %) é o valor
meédio da proporcado entre VSL/VAP x 100; Linearidade
(LIN, %) é o valor médio daproporgéo entre VSL/VCL x
100; eVelocidade Répida (VR, %). A técnicaCASA, além
deproporcionar valiosasinformagGesarespeito dacinética
dos espermatozéides, indiretamente reflete a viabilidade
damembranaplasmética e atividade metabdlicadas células
(GIL etd., 2000).

Todas as amostras foram submetidas ao teste de
termorresisténcia rapido (TTR, %) em “banho-maria’ a
46°C/30 minutos (BARNABE et al., 1980), analisando-se,
também pela técnica computadorizada, a motilidade
esperméticatotal ao final das avaliagOes.

Para a determinac&o da integridade de membrana
plasmética(IMP, %), foi utilizadaacombinagdo das sondas
fluorescentes Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA)
e lodeto de Propideo (PI), segundo Harrison e Vickers
(1990), adaptado por Viana (2004). Paratanto, retirou-se
umaaliquotade 20uL de sémen de cadaamostraavaliada,
procedendo-se a pronta diluigdo em 40uL de solucéo de
citrato de sodio 2,94% previamente aquecida a 37°C. A
solucéo originada foram adicionados 20pL de solugdo de
trabalho fluorescente, composta por 1,0 mL de citrato de
s0dio 2,94%, 20 uL deformol salino tamponado, 60 L de
Pl e20 uL de CFDA. Asamostras coradasforam avaiadas
sob |aminaelaminulaem aumento de 400x por microscopia
deepifluorescéncia(LEIKA®), permitindo adiferenciacdo
das células portadoras de membrana plasmatica integra
(coloragdo verde devida a marcagdo pela
carboxifluoresceina) ou lesada (exibindo coloragdo
vermelha caracterizando a marcacéo pelo iodeto de
propideo, sonda exclusivamente permeavel as células
portadoras de membrana plasmatica desestruturada). Para
cada amostra avaliada, foram contadas 100 células
esperméticas.

Paraasandlises estatisticas, foi utilizado o software
Grafhpad Instat® 5.0. Asmédias obtidas paracadavariavel
estudada foram comparadas entre os dois grupos pelo
“teste T” de Student e“teste T" com varianciasdiferentes,
considerando-se nivel de significanciap < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados para cada uma das
variaveisdo movimento espermético, motilidade total pos-
teste de termorresisténcia rapido e integridade de
membrana plasmatica de acordo com o meio diluidor de
congelagdo utilizado encontram-se sumarizados naTabela
1. Demaneirageral, ambosdiluidoresem teste mostraram-
se eficientes para o processamento do sémen bovino

quando apenas a motilidade total pos-descongelacéo foi
comparada(BB=71,8+9,7; TRIS=67,4+ 10,5), ndo sendo
observada diferenca significativa entre os dois grupos
(p=0,3424).

De acordo com os dados apresentados na Tabela
1, ndo foram encontradas diferencas significativas para
osvaoresmédiosdeVAP(83,7 £ 16 vs86,1+ 6,0; p=0,9457),
VSL (79,5+ 14,4vs69,1 + 4,6; p=0,1686), VCL (121,5+ 27
vs139,7+13,1; p=0,0715) eRAP(67,0+ 8,5vs64,0+ 8,4;
p=0,4377), respectivamente para os espermatozoides
criopreservados com o diluidor Botu-Bov® e Tris-gema
de ovo. No entanto, os valores de motilidade progressiva,
amplitude lateral de cabeca, freqiiéncia de batimentos,
retilinearidade e linearidade gerados pela técnica CASA
apresentaram-se significativamente diferentes (p< 0,05)
entre os grupos (Tabela 1). Os valores aumentados para
BCF, STReLIN apresentados pel o grupo desafio indicam
que os espermatozadides criopreservados com o diluidor
Botu-Bov® movem-sedeumaformamaislinear emrelacéo
ao grupo controle. Conclusdes similares foram
apresentadas por Verberckmoes et al. (2005), que
compararam a eficiéncia de 3 meios para manutencéo de
sémen bovino a fresco, indicando que os valores
aumentadosdeV SL, BCF, STRE LIN proporcionadospelo
diluidor CEP-2 (composicao bioguimicasintéticado plasma
da cauda do epididimo bovino) estariam relacionados a
um maior vigor eretilinearidade dos espermatozdides.

Os valores significativamente superiores para a
amplitude lateral de cabe¢a apresentada pelos
espermatozoides criopreservados com o diluidor TRIS
(ALH=5,9+0,5um) emrelacdo ao grupo desafio permitem
a especulacdo de um maior grau de hiperativacéo
espermética sofrida pelas células do grupo controle.
Segundo Verstegen et al. (2002), osindicesdeVCL, LIN e
ALH gerados pela técnica CASA correspondem as
caracteristicas de movimento fregiientemente utilizadas
paradefinir o estado de hiperativacao esperméticade uma
amostraseminal. A despeito daimportanciafisioldgicado
processo de hiperativagdo, relacionando-se ao transporte
de gametas e a penetracdo do odcito (HAFEZ e HAFEZ,
2004) esse padrdo de movimento, baseando-se nas
afirmacdes de Centola et al. (1998) e Hallap et al. (2004)
pode estar relacionado ao inicio do processo de
capacitacdo dos espermatozoides, podendo representar
o indicativo de um maior grau de crioinjdria para as
amostras congeladas com o diluidor TRIS, e, portanto,
prejuizos ao processo de fertilizagdo.

Segundo Verstegen et a. (2002), sdo observadas
diferencas significativas no padrdo de movimento
desempenhado por espermatozéides que alcangam altas
ou baixas taxas de fertilizagdo. Apesar da grande
controvérsia existente a respeito da correlagdo dos
padrdes de movimento espermético com os indices de
fertilidadein vivo, algumasvaridveis geradas pelatécnica
CASA, como alinearidade espermética, parecem apresentar
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umamaior correlacdo com fertilidade, segundo Rodriguez-
Martinez (2000). Farrell et al. (1998), agrupando vérios
padrdes de movimento obtidos pela técnica CASA,
demonstraram umamaior correlagdo com fertilidadeinvivo
em relacdo a utilizagdo de apenas um atributo de
movimento. No mesmo trabal ho, aassociagdo dosvalores
de MP, ALH, BCF e VCL representaram uma das
combinagdes de maior impacto no modelo estatistico
utilizado (r?= 0,87), demonstrando a expressividade de
taisatributosem termos de predi¢do defertilidade do sémen
bovino. Diante dos resultados obtidos no grupo desafio,
indicando maior indice de espermatozoides exibindo
movimento progressivo, maior retilinearidade, linearidade
efrequiénciade batimentos, aliadosaumamenor amplitude
de movimentos de cabeca em relagcdo ao Tris-gema de
ovo-frutose, pode-se concluir que o diluidor comercial
Botu-Bov® foi superior em termos de congel abilidade do
sémen bovino, fornecendo claros indicativos da possivel
interacdo meio diluidor/fertilidade.

Resposta similar de resisténcia pés-TTR foi
observada entre os dois grupos estudados (p=0,9858).
Apesar da consagrada utilizacdo das provas de
termorresisténcia na rotina de avaliag8o laboratorial do
sémen congelado de diversas espécies de interesse
econdmico, tem-se atribuido uma baixa sensibilidade
diagnostica em termos de predicdo de fertilidade das
amostras submetidas aos testes. Nesse sentido, Viana
(2004) ndo observou correlacdo entre a porcentagem de
espermatozoides méveis pos-teste de termorresisténcia
répido e lento com os indices de fertilidade pos-
inseminagdo artificial em bovinos. Tais achados podem
estar relacionados a prépria metodologia empregada na
realizac8o do TTR, submetendo as amostras seminais a
condicgoes “antifisiolégicas’, representadas pelo estresse
térmico (46°C) e osmético (osmolaridade acima de
1000mOsnV/L determinadapel o uso do crioprotetor glicerol)
ndo representativos das reais condi¢des encontradas
pelas células esperméticas no trato reprodutor feminino.
Portanto, os resultados obtidosno TTR n&o determinaram
contribuic8o significativa a elucidagdo das hipéteses
levantadas no presente modelo experimental, em
concordancia a outros estudos desenvolvidos
anteriormente e agora revisados.

A integridade funcional damembranaplasméticaé
de vital importancia para a viabilidade dos
espermatozéides ao processo de fertilizagdo (GIL et al.,
2000, RASUL et al., 2001). No presente estudo, utilizando
a combinag&o das sondas fluorescentes Diacetato de
Carboxifluoresceina e lodeto de Propideo, ndo foram
observadas diferengas estatisticas quanto a esse aspecto.
Para espermatoz6ides criopreservados em meio TRIS ou
BB (p=0,3488). A manutenc&o de AlM P do sémen bovino
apo6s o processo de congelacdo/descongelacdo parece
sofrer grande influéncia dos componentes presentes no
meio diluidor. Thun et al. (2002) observaram uma maior

proporcéo de |MP para espermatozdides criopreservados
em meio a base de gema de ovo em relacdo aqueles
processados em diluidor Biociphos-plus®, composto por
lecitina de soja. Nesse sentido, Medeiros et a. (2002)
apontam as lipoproteinas e fosfolipideos presentes na
gema de ovo como responsaveis pelo mecanismo de
protecdo das membranas esperméticas, aumentando a
proporgéo colesterol/fosfolipideos dos espermatozdides
€, com isso, reduzindo-se aocorrénciado choque térmico
ou choquefrio. Nessa pesquisa, como ambos os meios de
congelacdo utilizados apresentaram gema de ovo como
fonte de lipoproteinas, justificam-se os resultados

Tabela 1 - Parametros de movimento espermatico,
motilidade  total pos-teste  de
termorresisténcia rapido e integridade de
membranaplasmética(média+ desvio-padrao
agrupados, n=10 gjaculados por grupo) para
0s espermatozdides criopreservados
respectivamente com o diluidor Botu-Bov®
(BB) ou Tris-gemade ovo-frutose (TRIS).

BB TRIS P-valor GL
MOT (%) 71,8 +9,7° 67,4+ 10,5" 0,3424 18
MP (%) 61,8 +6,1° 52,5+9,8" 0,0211 18

VAP (um/s) | 83,7 + 16,0°
VSL (um/s) | 79,5 + 14,4°

86,1 £ 6,0° 0,9454 18
69,1 + 4,6° 0,1686 18

VCL (um/s) | 121,5+27° 139,7+13,1*  0,0715 18
ALH (um) | 4,84+1,1° 5,9+0,5° 0,0086 18
BCF (Hz) | 304+42° 266+1,3" 0,0217 18

STR (%) 89,3+4,6°  81,5+3,0° 0,0003 18
LIN (%) 66,4+ 8,3" 55 +7,4° 0,0045 18
Rap (%) 67,085  64,0+84° 0,4377 18
TTR (%) | 24,7+274* 245+21,9°  0,9858 18
IMP (%) 26,1 £8,1°  302+10,8"  0,3488 18

MOT: Motilidade Total; MP: Motilidade Progressiva; VAP:
Velocidade de Trajeto; VSL: Velocidade Progressiva; VCL:
Velocidade Curvilinear; ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral
da Cabeca Espermatica; BCF: Frequéncia de Batimentos; STR:
Retilinearidade; LIN: Linearidade; Rap: Velocidade Répida; TTR:
Motilidade Total Pés-Teste de Termorresisténcia Rapido; IMP:
Integridade de Membrana Plasmética .

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (p< 0,05). p = valor; GL = grau de liberdade.

Tabela 2 - Padrbes adotados para a andlise
computadorizada do movimento espermético
bovino no aparelho Hamilton Thorn
Research® Ivos-12/EUA.

Padrdo CASA
Nuamero de Frames por segundo (Hz) 60
Numero de Frames 50
Contraste celular minimo para detecgao 60
Tamanho minimo da célula para detec¢do (pix) 6
Intensidade de luz 90
Velocidade minima de trajeto (VAP, pm/s) 30
Velocidade progressiva minima (STR, pm/s) 20
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similares em termos de preservacdo das membranas
esperméticas.

CONCLUSOES

Apesar dos encorajadores resultados defertilidade
proporcionados pelas técnicas atuais de processamento
do sémen bovino, estudos contemplando novos meios
diluidores e seus constituintes se fazem necessarios,
podendo atuar de forma significativa na melhoria dos
indices reprodutivos dos rebanhos.

Como ospadrdes de movimento refletem o ambiente
biogquimico e as condig¢fes fisicas impostas aos
espermatozoéides, a andlise dos dados gerados no estudo
permitem concluir que o meio diluidor Botu-Bov®
promoveu maior viabilidade espermatica pOs-
descongel ag&o, traduzidapor maior qualidade elinearidade
de movimento espermatico, caracteristicas que sugerem
incrementos nos indices de fertilidade dos programas de
inseminagdo artificial (1A).
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