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AGENTES ANTIMICROBIANOS NO DILUENTE DE SEMEN EQUINO
E SEUS EFEITOS NA MOTILIDADE, NA MEMBRANA ACROSSOMICA E NAS
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RESUMO

Para diminuir a contaminagao bacteriana do sémen
¢ pratica corrente a adigao de antimicrobianos aos diluentes. O
experimento objetivou verificar o efeito de antimicrobianos ao
diluente de sémen através da avaliagdo da motilidade
progressiva e total, do percentual de integridade da membrana
plasmatica e da fertilidade de éguas inseminadas. As amostras
(Cingiienta e nove ejaculados de seis garanhdes) foram diluidas
em (a)leite desnatado (LD), (b)leite desnatado +
50 ug/mL de sulfato de gentamicina + SOUI/mL de penicilina
(LDGP) e (c)leite desnatado + 1000 pg/mL de sulfato de
amicacina + 1000UI/mL de penicilina (LDAP). O sémen diluido
foi resfriado a +4°C e armazenado por até 72 horas previamente
aouso, sendo avaliado em 24, 48 e 72 horas quanto a motilidade
e a integridade de membrana (CFDA). Para as inseminagdes,
foram utilizados 11 garanhdes e 189 éguas, totalizando 225
ciclos estrais. As éguas foram inseminadas com aliquotas de
500x10° espermatozoides com movimento progressivo. Os
ejaculados diluidos com LD e LDGP apresentaram os melhores
indices de avaliaco espermatica, diferindo significativamente
do LDAP (p<0,05). Nao se observaram diferencas significativas
(p<0,05) entre os diluentes quanto aos indices de prenhez aos
14 e aos 42 dias. A adi¢ao de doses elevadas de antimicrobianos
afeta a motilidade e a membrana acrossdmica, quando o sémen
¢ preservado a +4°C por até¢ 72 horas. Entretanto, doses
inseminantes com no maximo 500 x 10° espermatozoéides/mL ¢
contendo antimicrobianos ndo afetam os indices de prenhez
quando utilizados até uma hora apds a coleta.

Descritores: agentes antimicrobianos, sémen eqiiino,
fertilidade.
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ABSTRACT

Antimicrobial agents are currently added to se-
men extenders in order to prevent or minimize bacterial con-
tamination of the female genital tract. The aim of this experi-
ment was to determine the effect of the supplementation of
antimicrobial drugs to the equine semen extender on motil-
ity, acrosome integrity, and pregnancy rate after artificial
insemination of mares. Fifty-nine ejaculates from six stal-
lions were extended in (a) skim milk (LD), (b) skim milk +50
pg/mL gentamicin sulfate and 50 UI/mL penicillin (LDGP),
and (c) skim milk +1,000 pg/mL amikacin sulfate and 1,000
UI/mL penicillin (LDAP). Extended semen were cooled to
4°C and stored for up to 72 hours before insemination, with
the evaluation of progressive and total motility, and mem-
brane integrity (CFDA) being conducted at 24, 48 and 72 h.
Semen doses from 11 stallions containing 500 x 10%/ sperm
cells with progressive motility were used to inseminate 189
mares in 225 reproductive cycles. Higher rates of motility
and membrane integrity were observed after semen dilution
in LD e LDGP extenders, differing significantly from LDAP
(P<0.05). No significant differences were observed between
extenders regarding pregnancy rates on Days 14 and 42
after insemination. There was a significant detrimental ef-
fect of antimicrobial agents on the sperm motility and
acrosome integrity of equine semen refrigerated to 4°C for
up to 72 h. However, inseminating doses containing at least
500 x 10° sperm/mL, and supplemented with antimicrobial
agents, did not affect pregnancy rates when used within
one hour following semen collection.
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INTRODUCAO

As bactérias originadas principalmente das
criptas do pénis e das pregas do prepucio estdo
comumente presentes no ejaculado de garanhdes
[10,17], sendo responsaveis pela contaminacao
bacteriana do utero [4,9]. Para reduzir a contaminagao
bacteriana do sémen, é pratica corrente adicionar
agentes antimicrobianos aos diluentes de sémen [3,7].
Esta redugdo poderia ser especialmente util nos casos
de éguas susceptiveis a endometrite, pois dessa forma
o risco de infec¢do uterina seria minimizada, com
conseqiiente aumento das chances de prenhez [13].
Entretanto, alguns desses agentes antimicrobianos
causam efeitos negativos na motilidade ¢ na sobrevida
espermatica [2,3,8,13,19,21], efeitos estes que podem
ser acentuados pela exposi¢cdo prolongada dos
espermatozdides a esses agentes antimicrobianos
quando o sémen ¢ resfriado [8]. O presente
experimento objetivou verificar o efeito da adicdo de
agentes antimicrobianos ao diluente de sémen eqiiino,
utilizando-se como critérios de avaliagdo a motilidade
progressiva e total e o porcentual de integridade de
membrana plasmatica e a fertilidade de éguas
inseminadas.

MATERIAIS E METODOS

Experimento 1

Foram utilizados 59 ejaculados de 6 garanhdes
comprovadamente férteis e em atividade sexual, com idades
variando entre 6 e 14 anos. Apo6s cada coleta, o sémen foi
avaliado quanto ao aspecto, volume, motilidade,
concentracao e morfologia espermatica, sendo realizado o
teste de integridade da membrana plasmatica. Trés diluentes
foram testados: leite em pd desnatado reconstituido com
agua bidestilada a 10% (270 a 350 mOsmL/L) (LD)[13] ;
leite em po desnatado acrescido de SOpg/mL de sulfato de
gentamicina e 50 UI/mL de penicilina (270 a 300 mOsmL/
L) (LDGP) [3] e leite em pd desnatado acrescido de
1000pg/mL de sulfato de amicacina e 1000UI/mL de
penicilina (280 a310mOsmL/L) (LDAP)[18]. Os diluentes
foram preparados com antecedéncia. O pH foi ajustado
entre 6,7 ¢ 7,2, sendo os diluentes mantidos em temperatura
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de -20°C, até o momento da coleta. O descongelamento
foi feito em banho-maria a +37°C. Para cada ejaculado,
determinado volume de s€men foi adicionado a cada um
dos diluentes, de maneira a se alcang¢ar uma concentra¢ao
final de 25 a 50 x 10° espermatozdides/mL ¢ uma diluicao
superior a 1:3. O volume final da amostra ficou entre 7 e
9mL, sendo que o resfriamento das amostras a +4°C foi
realizado imediatamente apos a primeira avaliagdo da
motilidade, utilizando-se uma curva de resfriamento de
0,3°C/minuto entre as temperaturas criticas de +20°C e
+8°C. Nas 24, 48 ¢ 72h posteriores a dilui¢ao, o sémen foi
avaliado quanto a motilidade progressiva e total, ¢ integridade
da membrana plasmatica através da coloragdo diacetato
6-carboxifluoresceina (6-CFDA), em microscopio de
fluorescéncia [11].

Experimento 2

Para as inseminagdes ¢ avaliacdo do indice de
gestacao foram utilizados 225 ciclos estrais de 189 éguas
e 11 garanhdes com fertilidade comprovada e idade
variando entre 6 e 18 anos. As éguas foram divididas
em trés grupos, de acordo com o status reprodutivo:
éguas virgens (37 ciclos), falhadas (64 ciclos) e lactantes
(124 ciclos), com idade variando entre 4 e 24 anos. As
éguas com demonstragdes externas de cio foram
submetidas a exames do aparelho reprodutor por
palpacdo retal e ultra-sonografia. Estes exames foram
realizados com intervalos maximos de 48 horas,
avaliando-se, em cada exame, além do crescimento
folicular, o grau de edema uterino. As éguas recém-
paridas foram examinadas a partir do 5.° dia pos-parto.
As inseminagdes foram realizadas assim que as éguas
apresentaram um foliculo pré-ovulatorio (didmetro >
40mm), associado a redugdo do grau de edema uterino.
As inseminagdes eram realizadas em até 1 hora apos a
coleta do sémen e repetidas, quando necessario, a cada
48 horas, até a detec¢@o da ovulacdo, sempre utilizando,
para cada ciclo, um unico tratamento. Dentro de cada
categoria, as éguas foram designadas ao acaso para
cada um dos trés tratamentos: LD- inseminacao artifi-
cial com sémen diluido em leite em p6 desnatado; LDGP-
inseminagdo artificial com s€men diluido em leite em p6
desnatado acrescido de 50ug/ml de sulfato de
gentamicina ¢ 50UI/mL de penicilina; LDGP-
inseminagao artificial com s€men diluido em leite em p6
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desnatado acrescido de 1000ug/mL de sulfato de
amicacina e 1000 UI/mL de penicilina.

Os diagndsticos de gestagao foram realizados
entre o 12.° e 14.° dia ap6s a deteccdo da ovulagdo.
As éguas diagnosticadas como vazias foram, em alguns
casos, utilizadas novamente e assignadas a um novo
tratamento. Uma vez constatada a prenhez, eram
realizados exames semanais até o 45.° dia de gestacao.
As gestacdes gemelares foram reduzidas manualmente
até o 16.° dia. Nao sendo possivel a redugdo manual,
utilizava-se a restri¢do alimentar, com acompanha-
mento em dias alternados, até a constatacao da redugao
do niimero de embrides.

Analise estatistica

Para a analise dos dados, no experimento 1,
foi utilizada a técnica de modelos mistos para medidas
repetidas do programa estatistico SAS (versao 6.12).
Foram considerados como efeitos fixos os diluentes e
os tempos de observagado (0, 24, 48, 72 horas) e sua
interagdo. A comparagdo entre médias foi feita pelo
procedimento LS MEANS (SAS versao 6.12). O nivel
de significancia adotado foi de 0,05.

No experimento 2, os dados foram analisados
pelo método de regressao logistica, sendo as taxas de
prenhez aos 14 e aos 42 dias e as taxas de morte

embrionaria consideradas como variaveis dependentes.
Como variaveis independentes foram considerados os
tratamentos utilizados para a realizagdo das insemina-
¢oes artificiais e as categorias das éguas utilizadas no
experimento (virgens, falhadas ¢ lactantes). Para a
selecdo das variaveis a serem testadas no modelo foi
utilizado o nivel de significancia de 0,25 [6]. No modelo
final, foram consideradas como significativas as
variaveis que apresentaram probabilidade igual ou
menor que 0,05. Para a analise dos dados foi utilizado
o programa Minitab for Windows, versdo 11.1.

RESULTADOS

Na avaliagdo da motilidade progressiva (Tabela
1) e total (Tabela 2) do sémen em diferentes diluentes,
observou-se que amostras de s€émen diluidas com LD
e com LDGP apresentaram melhor motilidade até as
72 horas de armazenamento. O sémen diluido em
LDAP, na primeira hora de observagdo, ndo
apresentou diferenca significativa na motilidade total
em relagdo aos diluentes LD ¢ LDGP, mas, na
avaliacdo da motilidade progressiva, verificou-se
diferenca significativa entre eles (p<0,05). Nas demais
avaliacGes (24, 48 ¢ 72 horas), o diluente LDAP diferiu
significativamente (p<0,05) dos diluentes LD, LDGP.

Tabela 1. Porcentuais de motilidade progressiva (média + desvio padrao) de sémen eqiiino submetido a resfriamento

a + 4°C nos diferentes tempos e tratamentos.

Tempo(h)
Diluente
0 24 48 72
LD 54,8 + 6,8 33,8+ 12,1 20,8* % 11,3 11,6°+ 84
LDGP 55,00 £ 7,6 32,7+ 11,1 18,7+ 10,1 10,1* + 7,2
LDAP 51,3 + 83 244°+ 11,2 8,6°+ 7.3 2,8+ 3,9

(letras diferentes na mesma coluna representam diferengas significativas, p<0,005).
LD (leite desnatado); LDGP (leite desnatado + sulfato de gentamicina + penicilina); LDAP (leite desnatado + sulfato de

amicacina + penicilina)
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Tabela 2. Porcentuais de motilidade total (média + desvio padrao) de sémen eqiiino resfriado a + 4°C nos diferentes
tempos e tratamentos.

Tempo(h)
Diluente
0 24 48 72
LD 77,1* £ 5,1 56,8* £ 14,3 37,7*+ 17,3 24,1*+ 13,9
LDGP 77,7* + 4, 56,0* = 13,2 39,00+ 14,6 25,5+ 124
LDAP 73,92+ 5,2 39,7+ 16,4 16,8°+ 9,6 8,1°+ 5,6

(letras diferentes na mesma coluna representam diferengas significativas, p<0,005).
LD (leite desnatado); LDGP (leite desnatado + sulfato de gentamicina + penicilina); LDAP (leite desnatado + sulfato de
amicacina + penicilina)

Na Figura 1, observa-se que as amostras de s€émen diluidas em LD e LDGP apresentaram maior
integridade de membrana até as 72 horas, ndo ocorrendo diferenca significativa entre elas (p>0,05). Ja, utilizando
o diluente LDAP, houve porcentuais significativamente mais baixos de integridade de membrana, diferindo
significamente (p<0,05) dos demais diluentes até as 72 horas de observagao.
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Figura 1. Porcentagem de espermatozoides com membrana integra com os diferentes diluentes e tempos de
armazenamento. LD (leite desnatado); LDGP (leite desnatado + sulfato de gentamicina + penicilina); LDAP
(leite desnatado + sulfato de amicacina + penicilina).

Analisando-se os indices de fertilidade por ciclo obtidos com o s€émen fresco diluido, independentemente
dos tratamentos utilizados, verificou-se que nao ocorreram diferencas significativas (p>0,05) entre as distintas
categorias de éguas. O indices foram de 70% para éguas virgens, de 63 % para falhadas e de 69% para
lactantes (Tabela 3).

96



VieiraM.J., Mattos A.L.G., Malschitzky E., Garbade P., Gregory R.M. & MattosR.C. 2002. Agentes antimicrobianos no diluente
de sémen equino e seus efeitos namotilidade, namembrana acrossémica e nastaxas.. . Acta Scientiae Veterinariae. 30: 93- 99.

Tabela 3. Taxas de prenhez aos 14 dias em éguas virgens, falhadas e lactantes submetidas a diferentes tratamentos.

Virgens Falhadas Lactantes
Tratamentos Total n % Total n % Total n %
LD 13 7 54 24 13 54 52 33 63
LDGP 12 10 83 21 14 67 41 29 71
LDAP 12 9 75 19 13 68 31 24 77
TOTAL 37 26* 70 64 40? 63 124 86* 69

(p>0,05) letras iguais na mesma linha representam auséncia de diferengas significativas
LD (leite desnatado); LDGP (leite desnatado + sulfato de gentamicina + penicilina); LDAP (leite desnatado + sulfato de

amicacina + penicilina)

Da mesma forma, os indices de fertilidade destas éguas inseminadas com amostras de sémen diluidas
em diluente LD, LDGP e LDAP nao diferiram significativamente (p<0,05)(Tabela 4).

Tabela 4. Taxas de prenhez e morte embrionaria aos 14 dias e aos 42 dias em 225 ciclos de éguas submetidas a diferentes

tratamentos.
14 dias 42 dias
Diluentes Prenhez Prenhez M.E.

Total n % n % %
LD 89 532 60 442 49 172
LDGP 74 532 72 452 61 152
LDAP 62 462 74 35 56 242
Total 225 152 68 124 55 56

(p>0,05) letras iguais na mesma linha representam auséncia de diferengas significativas
LD (leite desnatado); LDGP (leite desnatado + sulfato de gentamicina + penicilina); LDAP (leite desnatado + sulfato de

amicacina + penicilina)

O historico de endometrite e de endometrite
persistente pos-cobertura influenciaram desfavoravel-
mente os indices de prenhez de éguas falhadas
(p=0,001 e p= 0,041, respectivamente). No entanto,
estes ndo foram influenciados pela presenca dos
antimicrobianos no diluente (p>0,143).

O historico de morte embriondria e a presenga
de liquido ap6s a ovulagdo influenciaram desfavoravel-
mente os indices de prenhez de éguas no cio do potro
(p=0,037 e p=0,008, respectivamente). No entanto, ndo
houve influéncia da presenga de antimimicrobianos nos
diluentes utilizados quanto aos pardmetros avaliados
(p>0,080).
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DISCUSSAO

A adicdo de agentes antimicrobianos ao sémen
ndo influenciou a motilidade ¢ a integridade de mem-
brana logo apos a dilui¢do. No entanto, observa-se, a
partir da 24.° hora de armazenamento, uma queda
significativa de motilidade e um aumento dos danos a
membrana plasmatica nos espermatozoides diluidos em
LDAP, quando comparado aos diluentes LD e LDGP.
Os danos observados nos espermatozodides ao se utilizar
LDAP devem-se, provavelmente, aos efeitos nocivos
dos agentes antimicrobianos ou das dosagens utilizadas,
promovendo um envelhecimento espermatico precoce,
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bem como ao longo tempo de exposi¢io aos agentes
[8], contrariando observag¢ao anterior. [20].

O indices de prenhez nas trés categorias de
éguas foram superiores as descritas na literatura em
éguas de diferentes status reprodutivos [5,12]. Da
mesma forma, os indices de fertilidade destas éguas
inseminadas com amostras de sémen diluidas em LD,
LDGP e LDAP néao diferiram significativamente
(p>0,05) entre si, confirmando os resultados obtidos
de motilidade e de integridade de membrana plasmatica
logo apos a diluicgao.

Apesar do intervalo inseminacao-ovulagao ter
sido de no maximo 48 horas, era esperado que as
perdas de motilidade e da integridade da membrana
plasmatica, encontradas in vitro no sémen diluido em
LDAP, se expressassem nos indices de fertilidade, o
que ndo ocorreu. Estes resultados sao semelhantes
aos encontrados por outros autores [16,22], que nao
encontraram diferengas nas taxas de prenhez de
inseminag¢des realizadas com sémen fresco, em
intervalos de 24, 48 ou 72 horas anteriores a ovulacéo.

Uma das hipoteses para a auséncia de variagao
significativa nos indices de fertilidade seria o alto
percentual de espermatozoides vidveis presentes na
dose inseminante (60 a 80 %), com um nimero
suficiente de espermatozdides com motilidade
progressiva (500 x 10%mL), o que possibilitou bons
indices de prenhez, mesmo que as ovulagdes
ocorressem num periodo de até 48 horas apds a
insemina¢do. Mesmo sabendo que a capacidade de
fertilizagdo encontrava-se reduzida devido,
parcialmente, a uma diminui¢do da motilidade e
acarretando um aumento da mortalidade embrionaria
[1], as éguas que levassem mais tempo para ovular
ainda poderiam ter um numero suficiente de
espermatozoéides viaveis, com boas chances de
fertilizagdo. Isto, provavelmente, se deva ao fato de
as alteracdes fisico-quimicas apresentadas pelo
espermatozdide no interior do utero e das trompas
serem menores que aquelas ocorridas quando estes
sdo armazenados a baixas temperaturas. Da mesma
forma, a utilizacao da inseminagao artificial, em vez
da monta natural, deve ter contribuido para a auséncia
de diferencas de taxas de prenhez obtidas com os
diferentes diluentes. A utilizacdo da inseminacgdo
permite alcangar melhores indices de prenhez que a
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monta natural, devido a uma menor rea¢ao inflamatéria
do endométrio, melhorando, consequentemente, as
condi¢des uterinas para receber o concepto [14,15].

A adicdo de agentes antimicrobianos ndo
melhorou os indices de prenhez de éguas falhadas que
apresentavam historico de endometrite e de endome-
trite persistente pos-cobertura, nem de éguas no cio
do potro com liquido apds a ovulag@o, nao havendo
influéncia dos agentes antimicrobianos na dose
inseminante sobre o controle bacteriano e a limpeza
uterina.

CONCLUSOES

A adicdo de doses elevadas de antimicrobianos
ao diluente de sémen eqiiino afeta a motilidade e mem-
brana acrossomica, quando o sémen ¢ preservado a
+4°C por até 72 horas.

Nao foi possivel detectar efeito da adigdo de
antimicrobianos ao diluente leite desnatado, sobre os
indices de prenhez de éguas virgens, vazias e lactantes,
quando o sémen foi utilizado até uma hora ap6s a coleta
contendo uma dose inseminante no minimo de
500 x 10%/mL de espermatozdides com motilidade
progressiva.
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