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RESUMO

O aumento da produtividade na pecudria pode ser adquirido com o emprego de biotécnicas
como a inseminagdo artificial. O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade de novos
meios de congelacio de sémen para touros classificados como de muito boa e regular
congelabilidade. Foram utilizados 10 touros zebuinos, sendo classificados como de muito boa
(n=5) e regular (n=5) congelabilidade. Os ejaculados foram congelados com os meios: TRIS-
gema, Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free® e avaliados pela andlise computadorizada (CASA) e
integridade da membrana por fluorescéncia. A estatistica foi realizada por ANOVA e teste de
Tukey a 5%. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os touros de muito boa e regular
congelabilidade, na pré-congelacdo. Houve superioridade dos diluentes Botu-Bov® e Botu-
Bov Egg Free® (p<0,05) para CASA: MP, ALH, BCF, STR, LIN e RAP, para touros de
regular congelabilidade. Os touros de regular congelabilidade apresentaram superioridade
(p<0,05) no Botu-Bov Egg Free® sobre o Botu-Bov® nos parametros MT e VSL. Houve
superioridade dos diluentes Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free® (p<0,05) nos parametros BCF
e STR em touros de muito boa congelabilidade. Os meios Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free®
apresentaram superioridade na maioria dos parametros avaliados pelo CASA, principalmente
em touros de regular congelabilidade.

Palavras-chave: touros, espermatozoéide, criopreservacdo, CASA, integridade de membrana.

EFFECT OF DIFFERENT EXTENDERS ON VIABILITY OF BOVINE FROZEN
SEMEN

ABSTRACT

The increase number in the livestock can be acquired with the use of bio techniques as
artificial insemination. The aim of this study was to test the viability of new extenders of
freezing semen for bulls classified as very good and regular freezability. Ten zebu bulls was
used, being classified as very good freezability (n=5) and regular one (n=5). The ejaculates
were frozen using the extenders TRIS-egg yolk, Botu-Bov® and Botu-Bov Egg Free®;
evaluated by computer analysis (CASA) and the membrane integrity by fluorescence. The
statistics was realized by ANOVA and Tukey test at 5%. No difference (p>0.05) between
bulls of very good and regular frozen, pre-freeze was found in the tests. However, there was
the superiority of Botu-Bov ® and Botu-Bov Egg Free® (p<0.05) for CASA: MP, ALH, BCF,
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STR, LIN and RAP for regular freezability. The bulls that have regular freezability also
presented superiority (p<0.05) to Botu-Bov Egg—Free® and Botu-Bov® in the MT and VSL
parameters. There was also the superiority of Botu-Bov® and Botu-Bov Egg Free © (p<0.05)
in BCF and STR parameters used in bulls of very good freezability. The extenders Botu-Bov®
and Botu-Bov Egg Free® presented superiority in most parameters that were analyzed using
the system CASA, mainly in bulls with regular freezability.

Keywords: bulls, spermatozoa, cryopreservation, CASA, membrane integrity.

EFECTO DE DISOLVENTES SOBRE LA VIABILIDAD DE SEMEN DE BOVINO
CONGELADO

RESUMEN

El aumento de la productividad pecuaria puede ser logrado con el uso de biotécnicas como la
inseminacion artificial. El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de nuevas medios
de congelaciéon de semen de bovino que presenta congelabilidad alta y regular. Fueron
utilizados eyaculados de 10 toros cebuinos, clasificados como de congelabilidad alta (n=5) y
regular (n=5). Los eyaculados fueron congelados con los diluyentes TRIS-yema, Botu-Bov!!
y Botu-Bov Egg Freel] y evaluados por andlisis computadorizado (CASA). Asi mismo, la
integridad de membrana fue evaluada por fluorescencia. Fue realizado andlisis de varianza
(ANOVA) y prueba de Tukey al 5%. No hubo diferencia (p>0,05) entre el semen de alta y
baja congelabilidad antes de la congelacion. Los diluyentes Botu-Bov® y Botu-Bov Egg
Free® se mostraron superiores (p<0,05) ante CASA: MP, ALH, BCF, STR, LIN y RAP para
el semen de congelabilidad regular. El semen de congelabilidad regular present6 superioridad
(p<0,05) en los pardmetros MT y VSL cuando fue usado el diluyente Botu-Bov Egg Free®
con relacién al Botu-Bov®. También hubo superioridad de los diluyentes Botu-Bov® y Botu-
Bov Egg Free® (p<0,05) en los pardmetros BCF y STR en semen de congelabilidad alta. Los
disolventes Botu-Bov® y Botu-Bov Egg Free® fueron mejores en la mayoria de los
parametros evaluados por CASA, principalmente en semen de congelabilidad regular.

Palabras clave: toros, espermatozoide, crio preservacion, CASA, integridad de membrana.
INTRODUCAO

O segmento da pecudria bovina, inserido no agronegdcio, assume papel de destaque na
economia do pais pelo elevado potencial e taxa de crescimento. O aumento da produtividade
nesse setor pode ser alavancado com o emprego de biotécnicas que melhorem o sistema de
produgdo (1). Neste sentido, a inseminagao artificial (IA) é um instrumento importante para
contribuir para o avanco das modernas técnicas de produgdo animal (1, 2).

Durante o processo de criopreservagdo, ocorre queda de aproximadamente 50% da
viabilidade espermatica devido aos efeitos osméticos e térmicos, modificando a estrutura da
membrana espermadtica, bem como da sua fluidez, permeabilidade e composicao lipidica (3).
Modificacdes na estrutura e na fluidez da membrana levam os espermatozoides submetidos a
congelacao/descongelagdo a sobreviver menos tempo no trato reprodutivo da fémea em
comparagdo com espermatozoides oriundos do sémen fresco (4).

A interacdo entre as células espermadticas e o meio diluidor representa um fator crucial
para a preservacdo da integridade espermdtica e habilidade de fecundacdo (5). Um meio
diluente eficaz tem como finalidade de proteger a célula espermética durante as alteracdes
térmicas na congelacido/descongelacdo. Os meios diluentes sdo compostos por agucares,
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crioprotetores, tampdes e antibidticos para que seja fornecida nutri¢cdo, prote¢do contra as
baixas temperaturas, evitar alteracdes de pH e inibi¢do do crescimento bacteriano (6).

Parametros convencionais utilizados na avaliagdo espermdtica como: ndmero total de
espermatozdides moéveis, motilidade progressiva e morfologia, tém se mostrado limitados
quanto a capacidade de estimar o potencial de fertilidade do s€émen. Um unico teste é pouco
eficaz pelo fato de que cada espermatozoéide apresenta multiplos compartimentos subcelulares
com diferentes fungdes a serem avaliadas (7). A motilidade espermdtica é geralmente
considerada como um importante pardmetro para avaliacdo da qualidade seminal (8). Testes
que avaliam diferentes caracteristicas do espermatozéide e de varios atributos podem fornecer
uma melhor estimativa da fertilidade do que um unico teste laboratorial (9).

Usualmente, utilizam-se esses parametros convencionais na mensuracdo da qualidade
espermadtica, podendo haver variacOes de até 60% nesse tipo de estimativa devido a
subjetividade dos critérios e a variacdo individual do ser humano em quantificar as diferentes
subpopulagdes espermdticas de determinada amostra (10). A Andlise Computadorizada de
Sémen (CASA) fornece dados detalhados, precisos e com repetibilidade para diferentes
parametros, relativos a motilidade do s€émen humano ou nas espécies animais. Assim, a
CASA oferece uma melhor estimativa da fertilidade, em relacao a rotina microscépica (11).

Alguns espermatozdides possuem membrana plasmatica menos eficiente em efetuar
trocas, sofrendo maiores danos durante a variagdo osmdética (12). Estudos comprovaram que a
avaliacdo simultanea da integridade das membranas plasmdtica e acrossomal e da funcdo
mitocondrial pode ser realizada por técnicas simples, por meio da utilizacio de sondas
fluorescentes (1).

O objetivo deste trabalho foi testar a viabilidade de novos meios de congelacdo de
sémen para touros classificados como de alta e regular congelabilidade de sémen,
pertencentes a Central de Inseminagdo Artificial.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 touros zebuinos pertencentes a Central de Inseminacdo Artificial,
sendo cinco animais classificados como de muito boa congelabilidade (a0 menos 80% dos
ejaculados aprovados na descongelacdo) e cinco touros como de regular congelabilidade (ao
menos 60% dos ejaculados aprovados na descongelacdo), considerando-se os parametros de
motilidade espermatica, vigor esperméatico e morfologia espermatica (13, 14).

Na Central de Inseminacao, os ejaculados foram colhidos com vagina artificial, diluidos
1:1 com a fracdo I (sem glicerol) dos diluentes TRIS-gema, Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free®
e acondicionados em sistemas passivos de transporte de s€émen refrigerado Botutainer® e
transportados, durante aproximadamente 15 minutos, até o laboratério de Reprodugdo
Animal, onde foram processados.

Conforme informagdes do fabricante, a lecitina de soja estd presente no diluente Botu-
Bov Egg Free®. O meio Botu-Bov® possui gema de ovo na sua composi¢do. O meio TRIS-
gema utilizado foi confeccionado com a seguinte formulacdo (solu¢dao mae): TRIS 12,11g;
acido citrico 6,8g; frutose (2,5g) + lactose (2,5g); dgua destilada (completar até 68mL);
glicerina (completar até 100mL); garamicina (1:10.000) 0,7mL. Diluidor TRIS para uso
imediato: solucdo mae 10mL, dgua destilada 30mL e gema de ovo 10mL.

As amostras de sémen fresco, antes da diluicdo acima descrita, foram analisadas quanto
as caracteristicas macroscOpicas € microscopicas: volume (mL), motilidade (%), vigor
espermatico (1 a 5) e turbilhdo (1 a 5) e concentracdo espermatica (106/mL). O exame da
morfologia espermdtica foi realizado, por meio de esfregaco corado pelo método de Karras
modificado (15).

Para avaliar as diferengas entre os meios diluentes as amostras fracionadas foram
acrescidas em 50% do volume com as respectivas fragdes Il dos diluentes (com 13% de
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glicerol) padronizando a concentracio final em 30x10° espermatozéides vidveis (adotando a
motilidade espermdtica como critério), envasadas em palhetas de 0,5mL devidamente
identificados os grupos e lacradas com dlcool polivinilico. Apés o envase e fechamento, as
palhetas foram dispostas horizontalmente sobre bandeja de aco telada e submetidas ao periodo
de estabilizacdo, em geladeira automdtica digital (Minitub®, Porto Alegre-Brasil) a 5°C por
quatro horas.

Ap6s o periodo de quatro horas, as bandejas com as palhetas foram colocadas a 4 cm do
nivel do nitrogénio liquido, amparadas por suporte de aluminio e todo o conjunto no interior
de uma caixa de isopor (51 x 45 x 45 cm). Apés 20 minutos em vapor de nitrogénio as
palhetas foram imersas em nitrogénio liquido e apds o término do processo de congelagcdo as
palhetas foram acondicionadas em raques e colocadas em canisteres de um botijao
criobioldgico.

Decorridos trés dias de estocagem em nitrogénio liquido, uma palheta de cada
tratamento foi descongelada em banho-maria a 46°C/20 segundos (16). Para uma melhor
homogeneizac¢do das amostras, o s€men foi transferido das palhetas para criotubos de 1,5mL
(Eppendorf®) mantidos a temperatura de 37°C.

Na pds-descongelacdo, foi realizada a andlise computadorizada da motilidade
espermatica (CASA) com o aparelho fabricado pela “Hamilton Thorne Research”, versao
IVOS 10, onde apds a descongelacdo das doses de sémen uma gota da amostra foi colocada
na cimara de Makler aquecida a 38°C, para as andlises das varidveis espermaticas. As
andlises foram realizadas em “setup”, ajustado para as caracteristicas seminais de bovinos e
avaliadas no minimo trés campos de cada amostra. As seguintes varidveis espermaticas foram
analisadas: motilidade espermatica total (MT), motilidade espermatica progressiva (MP),
velocidade de trajeto (VAP), velocidade linear (VSL), velocidade curvilinear (VCL),
deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento da cauda (BCF),
retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e percentagem de espermatozdides rapidos (RAP).

A andlise da integridade da membrana plasmatica (IMP) foi realizada com a utiliza¢ao
das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (FDA) e iodeto de propidio (IP),
sendo diluidos 10puL de sémen em 40uL da solugdo de trabalho composta por: 1 mL de citrato
de sédio a 2,95%; 10uL de formol salino; 10yl de carboxifluoresceina e 20uL de iodeto de
propidio. O material foi analisado entre lamina e laminula, em microscépio de
epifluorescéncia (Leika®) com aumento de 400X, por excitacdo em filtro BW. Foram
contadas 200 células, sendo consideradas integras as coradas totalmente em verde, e lesadas
as coradas em vermelho ou em verde e vermelho (13, 14, 17).

Para a anélise estatistica dos dados relativos ao s€men na pré-congelacdo, foram usados
o teste t de Student para comparagdo das médias e o teste ndo paramétrico de Mann Whitney
para andlise dos escores. A avaliacdo estatistica dos dados para o s€émen na pds-descongelacao
foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA). Para as andlises utilizou-se nivel de
significancia (p<0,05), sendo utilizado o programa computacional R Statistical System.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o sémen fresco, nao houve diferenca significativa (p>0,05) em relacdo aos
parametros motilidade espermdtica, volume e vigor espermdtico (Tabela 1), concentragdo,
defeitos maiores e menores dos espermatozdides (Tabela 2) na pré-congelacdo, entre os touros
com sémen de muito boa e regular congelabilidade.

Tabela 1. Médias dos parametros espermdticos pré-congelacdo de touros classificados de
acordo com o grau de congelabilidade do sémen em regular (R) e muito boa (MB),
pertencentes a central de inseminagdo artificial.
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Motilidade (%) Volume (mL) Vigor (0-5)
R MB R MB R MB
70 80 7 10 3 4
75 80 6 12 5 4
80 80 6 9 3 5
75 75 12 8,5 4 4
75 70 4,5 5,5 4 5
Médias 75,5 77 7,1 9,0 4 4
p =0,45(NS) p = 0,34(NS) p =0,25(NS)

NS - ndo significativo.

A alta motilidade espermatica inicial, associada ao alto vigor espermadtico, observados
no sémen fresco, ndo garantem por si s6, bom desempenho no processo de criopreservagao,
porém permite que o s€émen de touros com altas taxas de queda da motilidade tenha aprovagao
da partida na pés-descongelacdo conforme (13, 18, 19). A andlise de mudltiplos atributos de
movimentos espermdticos por meio da técnica CASA e a determinacdo da viabilidade
espermatica, por meio de técnicas de andlise das membranas citoplasmaticas podem agregar
maior sensibilidade a avaliagdo in vifro do s€men em distintas espécies animais como a
bubalina (13, 14) e bovina (19).

Tabela 2. Médias dos parametros esperméticos pré-congelacdo de touros classificados de
acordo com o grau de congelabilidade do sémen em regular (R) e muito boa (MB),
pertencentes a central de inseminagdo artificial.

Morfologia espermética (%)

Concentragdo Defeitos Maiores Defeitos Menores
(x10%mL)
R MB R MB R MB
2300 2026 4 10 19 4
1821 2000 25 15 7 3
1632 3060 10 7 17 6
2804 1724 18 6 6 15
1301 2965 7 14 7 5
Meédias 1971,6 2355 12,8 10,4 11,2 6,6
p = 0,34(NS) p =0,58(NS) p =0,58(NS)

NS - ndo significativo.

Na comparagdo entre os trés meios diluentes utilizados, observam-se os seguintes
resultados: os touros com sémen de congelabilidade regular apresentaram motilidade total
(MT) superior (p<0,05) quando se utilizou o diluente Botu-Bov Egg Free® (73,3+6,6 pm/s)
em relacdo ao diluente Botu-Bov® (63,8+12,46 pm/s) e ao meio TRIS (59,7+9,2 pm/s), assim
como a motilidade progressiva (MP) a superioridade (p<0,05) foi apresentada pelo uso dos
diluentes Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free® (52,4+5,3 pm/s e 50,5+11,4 pm/s),
respectivamente, em relagao ao TRIS (38,7+8,1 um/s) (Tabela 3). Comparando os resultados
do presente estudo com um experimento semelhante (1) com uso do mesmo meio Botu-Bov®,
se obteve MT e MP superiores em relacio ao meio Bioxcell®. Essa diferenca significativa
pode estar relacionada com o aumento da motilidade em diluentes com maior densidade, cuja
formulacao inclua a gema de ovo (20).
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Tabela 3. Médias e desvios-padroes dos pardmetros espermadticos pds-descongelacdo de
touros classificados de acordo com o grau de congelabilidade do sémen em regular e muito
boa, pertencentes a central de inseminagao artificial.

Congelabilidade regular (n=5) Congelabilidade muito boa (n=5)

Tris Botu-Bov® ;g(;tl;r}?:z%; Tris Botu-Bov® EB; (;l;r}zg(‘li)
MT 59,749,2¢ 63.8+12,4%C  73316,6" 68,9+6,8"" 72,646,9" 71,545,1"®
MP 38,7+8,1° 52,4+5,3" 50,5+11,4% 46,9+6,0* 54,1+5,7" 54,3+3.4"
VAP 98,0+7,8"° 87,1£8,1°  97,6210,8"®  99,3+13,8" 93,4211,0° 96,329,148
VSL 74,7448 72,746,5" 81,549,8" 76,4+6,2"" 74,9+7,0" 78,749,5"®
VCL  1603+34,0"®  141,5+18.7° 1554198  171,9+22,1" 149,0+23,8"" 148,7+19,9""
ALH 6.9+0,8" 5,640,7" 5.940.7" 6,8+0,6" 5,840,9" 5,540,8"
BCF 25,8+3,77 30,1+2,74® 31,743,3% 24,242 8 28,043,25¢ 31,1+3,3"®
STR 76,7+4,7°¢ 83,623,3" 84,1233 75,443,6 80,6+4,1°" 82,9+3,7*
LIN 46,4+4,9° 54,2452% 54,9441 46,123,0" 53,35,2" 56,2454
RAP 55,829,5" 64,9+8.8"  61,6+14,1" 70,2+7,8" 66,529,6" 69,3+5,5"
IMP 29,5474 31,9494 35,3+10,7 33,7458 33,7464 32,646,5

MT (motilidade total,pm/s), MP (motilidade progressiva um/s ), VAP (velocidade de trajeto pm/s), VSL
(velocidade linear pm/s), VCL (velocidade curvilinear um/s) , ALH (deslocamento lateral da cabeca, um ) ,
BCF(frequencia de batimento de cauda, Hz) , STR (retilinearidade, %), LIN (linearidade,%) , RAP (porcentagem
de sptz rapidos), IMP (integridade da membrana plasmatica, %).

Letras diferentes nas linhas diferem entre si (p<0,05).

Para a velocidade de trajeto (VAP) e a velocidade curvilinear (VCL), nao houve
diferenca significativa (p>0,05) tanto nos touros de muito boa quanto de regular
congelabilidade do sémen. Em relacdo a velocidade linear (VSL), o diluidor Botu-Bov Egg
Free® (81,5+9,8 pum/s) foi superior (p<0,05) em touros com sémen de congelabilidade regular
sobre o diluidor Botu-Bov® (72,7+6,5 pum/s). Vale salientar que para fins de extrapolacdo para
uso pratico, os parametros de movimentagdo espermdtica por meio da andlise
computadorizada (CASA), estdo relacionados com a taxa de fecundacdo, onde valores de
VAP, VSL e a velocidade curvilinear (VCL) sdo significativamente maiores em amostras que
produzem mais de 50% de odcitos fecundados (10). Entre os parametros cinéticos fornecidos
pelo CASA, a VCL e o deslocamento lateral de cabeca dos espermatozéides (ALH) tém
mostrado grande correlacdo com a taxa de fecundagdo in vitro de o6citos (10).

A ALH para o diluente TRIS foi significativamente inferior (p<0,05) em relagdo aos
meios testados em touros com sémen de congelabilidade regular (6,9+0,8 um), com o Botu-
Bov® (5,60,7 um) e Botu-Bov Egg Free® (5,9+0,7 pm). Uma maior ALH é caracterizada por
movimentos espermaticos que resultam na elevacdo do gasto de energia dos espermatozdides
durante o deslocamento (10). Estudos com os diluidores “Talp” e “Cue” comprovaram que
tais diluidores promoveram alta motilidade espermatica, pois sdo compostos por particulas
livres de baixa viscosidade, porém podem causar maior movimento lateral de cabeca (21).

Para a frequéncia de batimento de cauda (BCF) e retilinearidade (STR),
respectivamente, os resultados foram: Botu-Bov® (regular congelabilidade: 30,1+2,7 Hz;
83,6+3,3%; e alta congelabilidade: 28,0+3,2 Hz; 80,6+4,1%) e Botu-Bov Egg Free® (regular
congelabilidade: 31,7+£3,3 Hz; 84,1+£3,3%; e muito boa congelabilidade: 31,1+3,3 Hz;
82,9+3,7%), sendo superiores (p<0,05) em relacdo ao meio TRIS para os mesmos parametros
de movimento espermatico, sendo: TRIS (regular congelabilidade: 25,8+3,7 Hz; 76,7+4,7%; e
muito boa congelabilidade: 24,2+2.8 Hz; 75,443,6%), segundo Hoflack et al. (8) valores
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elevados para BCF e STR, resultam em movimentos espermaticos progressivos mais rapidos,
devido a maior forca propulsora do gameta masculino.

No tocante a linearidade (LIN) e percentagem de espermatozdéides rapidos (RAP), os
diluidores Botu-Bov® (54,24£5,2%; 64,9+8,8%) e Botu-Bov Egg Free® (54,9+4,1%;
61,6+14,1%) apresentaram melhores resultados (p<0,05) em touros com sémen de regular
congelabilidade, em relacio ao meio TRIS (46,444,9%; 55,8+9,5%). Verstegen et al. (10)
encontraram para os parametros BCF e LIN correlacdo positiva com a taxa de prenhez,
podendo fornecer informacdes tteis para o uso do s€émen nas fémeas. Superioridade para
BCF, STR e LIN foi descrita por Crespilho et al. (22) para o s€men bovino congelado com o
diluidor Botu-Bov® o que indica que os espermatozodides criopreservados com esse diluidor
apresentam movimentos com linearidade superior quando comparada com o diluidor TRIS-
gema de ovo-frutose. Resultados esses do presente estudo semelhantes aos relatados por
Verberckmoes et al. (23) para VSL, BCF, STR e LIN com maior vigor e retilinearidade dos
espermatozdéides usando o diluidor CEP-2 com composi¢do bioquimica sintética associada ao
plasma da cauda do epididimo de bovino.

A integridade da membrana plasmdtica dos espermatozdides avaliada pelas sondas
fluorescentes: iodeto de propideo e diacetato de carboxifluoresceina, ndo apresentou
diferencgas significativas entre os trés diluidores. Dessa forma, os diluidores revelaram ser
adequados, mantendo a integridade da membrana. Ao se tratar de IMP dos espermatozoides a
técnica com uso de sondas fluorescentes traz informagdes importantes para a avaliacdo do
funcionamento das membranas espermadticas (17, 24). Os resultados observados em relacdo a
motilidade e a preservacdo da integridade das membranas indicam que ocorrem interacdes
entre o diluidor e o tempo de equilibrio que resultam em uma maior sobrevivéncia
espermatica (25).

No presente estudo, obteve-se resultado semelhante ao de outros autores (22) com a
associacdo das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio para
avaliar a IMP dos espermatozdides na pos-descongelacdo usando os meios diluentes Botu-
Bov® e TRIS-gema de ovo-frutose. Thun et al. (26) obtiveram diferenca significativa com
superioridade dos diluentes a base de gema de ovo em relacdo aos meios a base de lecitina de
soja. Na espécie bubalina, pesquisadores brasileiros fizeram uso de meios a base de glicina-
gema, Triladyl® (Merck) e TES, sendo que a integridade das membranas espermaticas nao
apresentou diferencas entre os trés diluidores para os tempos de equilibrio de 2 e 4 horas com
as sondas IP e CFDA (13, 14).

A despeito das diversas pesquisas realizadas com novos componentes em meios
diluidores para fins de criopreservar sémen na espécie bovina, hd necessidade de novos
estudos enfocando as interagdes desses constituintes com os espermatozdides. Vale salientar a
necessidade de se padronizar meios diluentes para o uso em reprodutores de regular
congelabilidade viabilizando o uso do sémen congelado desses animais.

CONCLUSOES

Conclui-se que os diluentes Botu-Bov® e Botu-Bov Egg Free® apresentaram
superioridade na maioria dos parametros avaliados pelo CASA, principalmente em touros de
regular congelabilidade de sémen; constituindo duas novas op¢des vidveis de meios diluentes
para a congelacdo de sémen em touros considerados como de regular congelabilidade; os
quais passam a ser significativos em relagdo aos touros classificados como de muito boa
congelabilidade do sémen, proporcionando o uso do material genético desses animais para
fins de reproducdo.
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