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1. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) € a primeira das biotécnicas de reproducéo
assistida e consiste na coleta do sémen de um macho doador, seguido da
deposicdo dos espermatozoides (SPTZ) diretamente no trato reprodutivo
feminino. Com essa biotécnica foi possivel aumentar significativamente a
capacidade de produzir descendentes de machos selecionados como genética ou
zootécnicamente superiores e também reduzir os indices de transmissdo de
doencgas sexualmente transmissiveis. O controle da contaminagdo é possivel
através de adequado manejo sanitario dos doadores e adocdo de boas praticas
de manipulacdo do material coletado. Entretanto, a obtencdo de ejaculados
totalmente isentos de contaminacao € impossivel devido a existéncia de uma flora
bacteriana normal (AURICH & SPERGSER, 2007; YANIZ, 2010). Tais bactérias
podem ou ndo determinar doencas de acordo com sua concentracdo, mas sem
duvida influenciam a capacidade de sobrevivéncia e viabilidade dos SPTZ que
serdo utilizados na IA.

Em bovinos, varios testes foram realizados para determinar quais eram 0s
antibidticos mais adequados para controlar o desenvolvimento bacteriano no
sémen para uso na IA (LORTON, 1988). Entretanto, trabalhos similares ndo foram
realizados para identificacdo dos antibioticos que nao influenciassem
negativamente a viabilidade dos SPTZ na espécie ovina. Desta forma, este
trabalho objetivou determinar qual o antibiotico ou suas associacdes que podem
ser utilizados com seguranca na constituicdo dos diluentes do sémen ovino para
utilizacéo na IA.

2. METODOLOGIA

Animais: Cinco machos ovinos da raca Crioula Lanada alojados nas
instalacdes do Biotério Central da UFPel foram utilizados como doadores de
sémen.

Coleta e processamento do sémen: Totalizando 60 coletas, semanalmente
os animais foram coletados pelo método da vagina artificial e o sémen diluido 1:1
(v/iv) em meio Tris-gema (EVANS & MAXWELL, 1987), sem antibi6ticos para
manutencdo durante o transporte até o laboratério. No laboratorio foram
determinadas as taxas de motilidade (0-100%), vigor (0-5) e concentracao
esperméatica (SPTZ x 10%ml) em cada ejaculado. Somente as amostras
apresentando motilidade > 80%, vigor = 3 e concentracdo = 2 x 10° SPTZ/ml
(determinado em camara de Neubauer) foram utilizados. Cada amostra foi
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submetida a dilui¢gao final em meio de congelamento (Tris-gema-glicerol, EVANS
& MAXWELL, 1987) de modo a permitir a obtencdo de uma concentracéo de 5%
de glicerol e 200 x 10° SPTZ/ml. Em seguida, as amostras foram associadas
constituindo um pool com contribuicdo equivalente de cada macho para formacao
de cinco grupos homogéneos para uso nos tratamentos:

- Controle: sem inclusdo de antibiético;

- GTLS: 500 pg/ml de gentamicina; 100 ug/ml de tilosina; 300 ug/ml de
lincomicina e 600 ug/ml de espectinomicina;

- PENSTREP: 500 pg/ml de penicilina e 100 yg/ml de estreptomicina;

- CEFT: 50 pg/ml de ceftiofur sédico;

- ENRO: 1000 pg/ml de enrofloxacina.

ApOs a constituicdo dos tratamentos, o sémen foi envasado em palhetas de
0,25ml previamente identificadas. Em seguida, as palhetas foram acondicionadas
em equipamento de refrigeracéo para estabilizacdo térmica a 5°C por 120min. Em
seguida, as palhetas foram expostas ao vapor de nitrogénio a uma distancia de
cinco centimetros do nivel do liquido para congelamento a -80°C em um periodo
de 10min. Ao final desse periodo as palhetas foram mergulhadas no nitrogénio
liquido para preservagdo a -196°C. As amostras foram armazenadas em botijoes
criogénicos até o momento do uso.

Avaliacdes da viabilidade espermatica:

A viabilidade dos SPTZ em cada tratamento foi determinada com base nos
parametros de motilidade, morfologia espermatica e integridade de membrana
plasmatica, de acrossoma e de DNA. As avaliagbes foram realizadas antes do
congelamento, imediatamente ao final do periodo de estabilizacédo a 5°C e ap0s o
descongelamento (10 e 30min).

Para a analise de motilidade e morfologia espermatica foi utilizada uma
aliquota de 10 pl de sémen sobre uma lamina coberta por laminula, ambas
previamente aquecidas a 37°C e a leitura foi feita em microscopio Optico em
aumento de 200x, sendo estimado o percentual de células méveis (CBRA, 1998).
A morfologia espermatica foi avaliada apdés o descongelamento do sémen,
através de microscopio optico de contraste de fase em aumento de 1000x. Foram
avaliadas 200 células, que foram classificadas conforme descrito por HANCOCK
& HOVELL (1959).

A avaliacdo da integridade de membrana era realizada conforme protocolo
descrito por HARRISON E VICKERS (1990), com uso de sonda especifica
contendo iodeto de propideo (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), em
dois momentos: apds a adicdo dos tratamentos e estabilizacdo a 5°C e apds o
descongelamento. A avaliacdo da integridade da membrana € considerada
indicativa da viabilidade da célula espermatica. A avaliacao foi feita com o auxilio
do microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, America INC, Sapporo,
Japao) em aumento de 400x, em filtro WU em sala escura. Foram avaliados 100
SPTZ de cada amostra. Os que apresentavam fluorescéncia verde foram
considerados como possuindo membrana plasmatica integra, enquanto que 0s
gue apresentavam fluorescéncia vermelha, ou ambas as cores, foram
considerados lesados, devido a entrada do IP através da membrana.

Para a avaliacdo de integridade do acrossoma foram usadas as sondas
fluorescentes, IP e o conjugado de lecitinas de Arachis hypogaea (FITC-PNA),
sendo a diluicdo de cada uma das sondas para elaboracdo da solucdo estoque,
foi realizada conforme o protocolo descrito por KAWAMOTO et al. (1999), com
adaptacbes. Foram avaliados 100 SPTZ por lamina, também em microscopio de
epifluorescéncia. Os SPTZ que apresentavam fluorescéncia verde na regido do
acrossoma foram considerados integros, enquanto que, nos que apresentavam
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coloracéo vermelha em toda a regido da cabeca e a coloracdo verde nao era
aparente, o acrossoma foi considerado lesado.

A integridade do DNA espermético foi avaliada com o uso da sonda Acridine
Orange diluida para preparo da solucéo de trabalho, conforme descrito por LEWIS
& AITKEN (2005). As laminas foram avaliadas sob aumento de 1000x, no mesmo
microscépio de epifluorescéncia. Realizada a contagem de 100 SPTZ por lamina,
foram considerados com DNA normal aqueles que apresentavam fluorescéncia
verde e quando todo o SPTZ estivesse corado de vermelho ou amarelo foi
considerado o DNA desnaturado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de motilidade do sémen refrigerado a 5°C e apbs o
descongelamento estdo na Tabela 1. Onde se observa que o tratamento ENRO
apresentou a menor motilidade ap6s o periodo de refrigeracdo (P<0,05) e
mantendo a motilidade mais baixa em relacdo ao controle mesmo apés o
descongelamento. Ainda, apés o descongelamento, a motilidade das amostras
submetidas a este tratamento nao diferiu dos tratamentos que continham CEFT e
GTLS (P>0,05) e estes nao diferiram do controle. Para o controle, a motilidade,
tanto durante a refrigeracdo, quanto apos o descongelamento, foi semelhante a
observada para os tratamentos que apresentaram a motilidade mais alta (P>0,05).

Tabela 1: Motilidade espermatica do sémen refrigerado a 5°C e 10 e 30 min apés
0 descongelamento, de acordo com os tratamentos com ou sem antimicrobianos
(n=12).

Motilidade (%)

Tratamentos*

Refrigerado a 5 °C Descongelado (10 min’ Descongelado (30 min)
Controle 75,0 + 2,92 42,5+ 1,52 41,5+ 1,62
GTLS 71,0 +2,92 32,5+ 1,5%® 26,9 +1,6%
PENSTREP 72,0 + 2,92 40,0 + 1,52 37,1+1,62
CEFT 73,0 +2,92 35,8 + 1,5%® 31,7+1,6%
ENRO 65,0 + 2,9° 25,8 + 1,5° 15,4 +1,6°

2P Media + erro padrdo da media (EPM) na coluna com expoentes diferentes (P<0,05)

*Controle: sem antibiotico; GTLS: 500 ug/ml de gentamicina; 100 yg/ml de tilosina; 300 pug/ml de
lincomicina e 600 ug/ml de espectinomicina; PENSTREP: 500 ug/ml de penicilina e 100 ug/ml de
estreptomicina; CEFT: 50 ug/ml de ceftiofur sdédico; ENRO: 1000 ug/ml de enrofloxacina.

Apés o descongelamento, o percentual de SPTZ com DNA integro foi maior
(P<0,05) no tratamento PENSTREP (92,1 £+ 1,0) do que no GTLS (84,2 + 1,0) que
foi o pior, porém o controle ndo diferiu de nenhum destes dois tratamentos
podendo esta diferenca ter sido causada pelo processo de criopreservacao e néo
pela adicdo dos tratamentos. Pois ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos quanto a integridade de membrana e de acrossoma, a 5°C e apés o
descongelamento, e quanto a integridade de DNA a 5°C (Tabela 2), apenas no
descongelamento que observou-se este desvio.

O percentual de SPTZ com morfologia normal ap6s o descongelamento néo
diferiu entre os tratamentos (P>0,05), sendo de: 78,4 £1,0; 78,6 £ 1,0; 79,1 + 1,0;
82,1+ 1,0e 84,3 1,0, para os tratamentos controle, GTLS, PENSTREP, CEFT e
ENRO, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Os antibidticos/associacoes de gentamicina+tilosina+lincomicina
+espectinomicina, penicilinat+estreptomicina ou ceftiofur ndo séo prejudiciais aos
espermatozoides ovinos. Entretanto, a enrofloxacina afeta a viabilidade
espermatica e nao deve ser utilizada em diluentes para congelamento de sémen
ovino.
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