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Efeito dos antibidticos gentamicina e cefalotina e do aminoacido
taurina em meio de gema de ovo (Baken), sobre a Iongewdade
e fertilidade do sémen resfriado de equino

Effect of the antibiotic gentamycin and cefalotyn and of the amino acid
taurine on egg-yolk extender (Baken) on longevity and fertility
of equine cooling semen
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Resumo

O presente experimento avaliou os efeitos dos antibidticos gentamicina e cefalotina e do aminoécido taurina no dlluente
Baken, sobre a longevidade e fertilidade do sémen resfriado de equino. Para isso foram analisadas: motilidade progressiva,
bacteriologia, teste hiposmético e teste com sondas fluorescentes do sémen nos momentos: sémen fresco, pds-dilui¢ao,
pés-resfriamento, 24 - 48 e 72 horas de armazenamento. Constatou-se que o diluente Baken contendo cefalotina e taurina foi
o que apresentou melhor resposta de longevidade in vitro e que o mesmo foi parcialmente eficiente até 24 horas de resfriamento
mediante os resultados de prenhez.

Palavras chave. eqiiino, sémen, resfriamento, integridade de membrana e fertilidade.

Abstract

This experiment tests the effect of the antibiotics gentamycin and cefalotyn and the amino acid taurine on extender Baken on
longevity and fertility of equine cooled semen. The progressive motile, bacteriology, hypoosmotic test and fluorescent probe
were mensured at moment: in natura semen, before extender, after extender, 24 - 48 and 72 hours of storage. The Baken
extender with cefalotyn and taurine show the best results on |ongeV|ty in vitro and was partly effective at 24 hours of cooling by

means of fertility rate.

Keywords: equine, semen, cooling, membrane integrity and fertility.

Introducao

Sabe-se que os resultados de fertilidade obtldos com a utili-
zagdo do resfriamento e transporte de sémen sao melhores
do que aqueles observados quando da utilizagdo do sémen
criopreservado (Klug, 1989).

Casos tém sido reportados nos quais bactérias patogénicas
foram isoladas do sémen de garanhdes com taxa de concep-
¢ao baixa, sem existir outro sinal de infecgao (Hughes et al.,
1967). Por isso, o sémen equino tem que ser diluido em
diluidores contendo antibidticos de amplo espectro (Kenney
et al., 1975). Entretanto, os efeitos deletérios dos antibiéticos
sobre a célula espermatica podem ser maiores no sémen
resfriado devido a sua exposigao prolongada a estes ou a
uma interagao entre os efeitos detrimentais do resfriamento e
da presenga do antibiético (Jasko et al., 1993).

Existem canais de proteinas por onde a dgua pode difundir-
se nas membranas celulares. Esses canais sao moléculas
proteicas que se estendem através da dupla camada lipidica

comunicando as faces interna e externa da membrana
(Swenson e Reece, 1996). Quando exposto a uma solugao
hiposmética, o espermatozéide funcional ird apresentar
edema de cauda para restabelecer o equilibrio osmético, pro-
duzindo enrolamentos tipicos de cauda (Zavos, 1990). Este é
um processo de difusdao do solvente através de uma mem-
brana semipermeavel a partir de uma solugao de maior con-
centragdo do solvente para uma de menor concentragéo do
solvente (Swenson e Reece, 1996).

Material e métodos

A avaliagao in vitro do presente experimento foi desenvolvida
nas dependéncias do Departamento de Reprodugdo Animal
e Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP-Botucatu/SP e o teste
in vivo realizado na Estacao Experimental de Zootecnia em
Colina e Fazenda Lageado — FMVZ - UNESP/Botucatu, SP.

Foram coletados 20 ejaculados de quatro garénhées. Apoés:
cada colheita, 0 sémen foi imediatamente avaliado quanto a
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motilidade total, vigor, volume, concentrago espermatica. Cada
ejaculado foi fracionado em duas amostras de igual volume,
- que sofreram diluigao minima de 1:3 de maneira a se alcangar
uma concentragéo final de 25 x 10° espermatozéides/ml, com
cada um dos seguintes diluidores com osmolaridade entre
353 e 360 mOsmol/l e pH entre 6,91 e 6,93: '

+ Baken (Nishikawa, 1959) mais 50ug/ml de cefalotina’ e 6,25
mg/l de taurina? (BCT)

¢ Baken (Nishikawa, 1959) mais: 50ug/ml de gentamicina® e
6,25 mg/l de taurina (BGT)

Concomitante a cada. avaliagdo da motilidade, uma- aliquota
foi separada para verificar a bacteriologia do sémen, a integri-
dade da membrana plasmatica utilizando-se a técnica des-
crita por Harrison e Vickers (1990) e modificada por Zuccari e
Papa (1995) que emprega o diacetato de 6-carboxifluoresceina
e o iodeto de propidio; e -a avaliagdo da funcionalidade de
membrana pelo teste hiposmético com agua destilada (Lomeo
e Giambersio, 1991) modificada por Lagares et al. (1998) na
diluicdo de 1:2 (sémen: agua destilada). O resfriamento das
amostras a 37°C foi realizado em freezer, até atingir 5°C, per-
fazendo uma curva de 0,5°C/min.

Mediante os resultados in vitro, onde o diluidor BCT apresen-
tou superioridade sobre o BGT, optou-se por testa-lo in vivo.
Para tal, foram utilizadas 50 éguas reprodutivamente sadias
com idades variando entre trés a dezoito anos e dois
garanhdes aptos a reprodugdo (trés e seis anos de idade)
divididas em trés grupos: grupo 1: 10 éguas inseminadas,
com sémen do garanhao de seis anos de idade, na presenga
de um foliculo > 35mm, com dose Unica de 200x10¢
espermatozéides com motilidade progressiva, 36 horas apés
aplicagao de 2500 Ul de hCG intramuscular, com ovulagao
ocorrendo 24 horas apds a.inseminagdo com sémen de 24
horas de refrigeracao; grupo 2: 10-éguas inseminadas diari-
amente a partir de um foliculo > 35mm e uma pés-ovulagao,
com sémen do garanhao de seis.anos. de idade, refrigerado
por 24 horas, e outras 10 éguas.seguindo. 0 mesmo protoco-
lo, inseminadas com sémen de 48 horas, na mesma dose
do primeiro grupo; grupo 3::10 éguas inseminadas diaria-
mente e uma inseminagdo. pés-ovulagdo com sémen do
garanhio de trés anos de idade, refrigerado 24 horas, e ou-
tras 10 éguas seguindo 0 mesmo pretocolo, inseminadas
com sémen de 48 horas, ambas com doses de 500x10¢

espermatozéides com motilidade prdgreSSiva. Para o primei-:

ro e segundo grupos de éguas, foi utilizada curva de
resfriamento de 0,5°C/min. e no terceiro, curva de 0,05°C/min.
O diagndstico de gestagao foi realizado por ultra- sonografna '

Os animais com prenhez negativa foram inseminados no cio -

seguinte com sémen diluido ao BCT, sem refrigerar.

Metodologia estétn’sticé

O estudo comparativo entre diluidores ém cada momento ava-
liado, para motilidade progressiva, teste -hiposmético e son-
das fluorescentes foi feito pelo teste nao-paramétrico de
Wilcoxon (Zar, 1996)..Ja para a (‘omoaragao entre momentos
para cada tratamento f01 ut'hzac.o o tes.e, de Freedman (Zar,

' Cefalotina — Keflin'— Ely Lilly
+2 Taurine - produto T 0625 = Slgma :
3 Gentamicina — Sherlng do Brasul

R

.do. garanhdao sem evidéncia de infeccao,

1996). Para cada protocolo de inseminagdes utilizou-se o tes-
te de Goodman (Goodman, 1989), comparando-se as pro-
porgdes de prenhez observadas nos varios tratamentos ca-
racterizados pelo numero de horas de armazenamento. As
diferengas foram consideradas significativas ao nivel de pro-
babilidade 0,05. '

Resultados e discussao

As colheitas utilizando-se o modelo classico de vagina artifi-
cial geralmente contém todos os jatos, incluindo a fragéao pré-
ejaculatéria, assim como varios tipos de bactérias no sémen
incluindo
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Corinebacterium Equi, Aerobacter (Tischiner e Kosiniak,
1992). Klug e Scien (1992) investigaram o fluido pré-
ejaculatério no grupo de 176 garanhdes no periodo da esta-
¢ao de monta e a incidéncia de tipos de bactérias potencial-
mente patogénicas foi: 4,9% Streptococcusb hemolitico, 4,3%
de Kiebsiella spp.,. 2,3% Staphilococcus aureus, 2,3% de
Pseudomonas aeruginosa. e 1,1% de Taylorella equigenitalis.
Além do mais, existe uma alta ocorréncia de isolamento de
bactérias aerébias potencialmente patogénicas no trato
genital de garanhdes (Kenney et al., 1983). Quando a colheita
é com.vagina artificial fechada, o sémen entra em contato
com o pénis, contaminando o ejaculado.

Reducéo do crescimento bacteriano foi observada nas amos-

tras de sémen preservadas a 5°C mas nao a 20°C por 24 e 48
horas. Isto mostra que a eficacia do controle bacteriano é
maior a 5°C (Vaillancourt et al., 1993). Neste trabalho foi en-
contrada uma grande variedade de bactérias, mas a maioria
delas ndo mais estava presente apés a adigao dos antibiéti-

- cos e refrigeragao. A refrigeragdo aliada ao uso dos antibiéti-

cos pode ter contribuido para a redugéo de bactérias presen-
tes no sémen neste trabalho, principalmente nas 72 horas de
refrigeracao (Tabela 1).

‘No sémen do garanhao, organismos gram-negativos e gram-

positivos podem ser potencialmente patogénicos. Por isso, o
uso de antibiéticos de largo espectro ou a combinagdo de
antibiéticos onde se consiga um largo espectro nos extensores
seminais deve ser utilizado (Squires et al., 1981; Blanchard et

“al., 1987). Uma variedade de drogas antibacterianas tem sido

incorporada aos extensores seminais- eqlino, porém, pou-
cos estudos tém avaliado seus efeitos quanto ao controle de
contaminantes bacterianos, particularmente as bactérias
anaerdbias (Hoyumpa et al., 1992). ’

Dentre os antibidticos rnais comumente utilizados podemos

" destacar: penicilina G potassica, sulfato de gentamicina, sul-

fato de estreptomicina, amicacina, polimixina B, sulfato de
kanamicina e ticarcilina dissédica (Jasko et al., 1993). Ne-
nhum-trabalho foi realizado até o momento utlllzando-se as
cefalotinas em meio extensor. Ele foi capaz de eliminar algu-

‘mas espécies presentes no sémen, mas nao elimina-las

totalmente (Tabela 1). Este antibiético € representativo da ati- -
vidade antibacteriana do grupo das-cefalosporinas e, para

- efeitos préticos, a sensibilidade dos germes a ela, determi-

nada por teste in vitro, corresponde a dos demais componen-

tes do grupo, com pequenas diferengas de espectro em rela-

¢ao a-alguns deles. Caracterizam-se por sua atividade

‘bactericida sobre-germes gram-positivos e gram- negativos,

provocando lise osmética das células sensiveis em cresci-
mento (Tavares, 1998).



A gentamicina é um antibiético extraido de culturas de fungos
do ‘género Micronospora e caracteriza-se por sua atividade
sobre a Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter. Apresen-
ta sinergismo de agdo com as penicilinas, cefalosporinas.e
polimixinas (Tavares, 1993).

Varner et al. (1998) relataram que a gentamicina na concen-
tragcao de 50 ou 500 pg/mL foi efetiva na redugao do cresci-
mento bacteriano no diluider seminal, porém nenhuma con-
centragdo conseguiu eliminar todo o crescimento bacteriano,
e nenhum antibiético estudado fci capaz de eliminar organis-
mos da familia das enterobacteridceas. Resposta parecida
foi encontrada neste trakalho, onde a eficacia da gentamicina
foi maior em relagao a cefalotina, mesmo em concentragoes
baixas (Tabela 1)

Tabela 1: Resultado bacterioldgico do sémen resfriado in natura e diluido

com extensores BCT-e BGT e armazenado até 72 horas
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Muitos antibiéticos podem ser utilizados nos extensores se-
minais sem afetar adversamente a motilidade espermatica
(Varner, 1991; Varner et al., 1992). Porém, efeito adverso tem
sido associado com alguns antibiéticos (Back et al., 1975).
N&o se sabe ainda o efeito pelo qual isto acontece. O uso
sistematico de antibiéticos tem sido associado com efeito
téxico e o mecanismo celular responsavel por esta-toxicidade
nao é bem claro, talvez este mesmo efeito esteja acontecen-
do com os espermatozdides. As amostras de sémen conten-
do cefalotina apresentaram melhores resultados na
longevidade espermatica em comparagdo com aquelas com
gentamicina (Tabela 2) (Jasko et al., 1993).

Na avaliagdo da funcionalidade de membrana com o uso do
teste hiposmético, a diferenca entre diluentes foi observada .
apés a diluigdo, 48 e 72 horas de refrigeragdo,
com superioridade do BCT, contendo cefalotina; .
sobre o BGT, contendo gentamicina. Apesar dos
resultados superiores, -a cefalotina foi prejudici-
al 8 membrana plasmaética dos espermatozéides

Extensor 24 h de armazenamento 72h de armazenamento
BCT Alcaligens faecalis Corynebacterium spp
Staphylococcus spp Alcaligens faecalis
Enterobacler cloacal Enterobacter cloacal
Staphylacoccus spp
Escherichia coli
BGT Alcaligens faecalis Alcaligens faecalis
Staphylococcus spp Citrobacter freundii
Sémen in natura Coryne‘bacrerium spp * Staphylococcus spp
- Staphylococcus'spp Micrococcus spp
- Streptococcus B hemoliticus Corynebacterium spp
Pseudomonas aeroginosa Citrobacter freundii

Micrococcus spp -
Escherichia coli
Streptococcus spR
Streptococcus « hemoliticus

Pseudomonas spp
Escherichia coli

Bacillus spp

Streptococcus « hemoliticus
Pseudomonas aeroginosa
Streptococcus B hemoliticus

Tabela 2: Porcentagem cL, espermatozéides com motilidade progressiva, segundo

Klebsiella pneumoniae

diluente e momentos do sémen armazenado até 72 horas

logo apds o resfriamento e a gentamicina ape-
nas a partlr das 24 horas de armazenamento
(Tabela 3).

Com os resultados observamos que houve di-
ferenca estatistica entre os diluentes, na avalia-
¢do de integridade de membrana apés 48 ho-
ras de armazenamento, com superioridade do
BCT. A queda deste parametro no BGT ocorreu
apoés o resfriamento, e no BCT, a pamr de 24
horas (Tabela 4).

Os diluentes influenciaram de maneira diferen-
te a funcionalidade e a integridade da membra-
na plasmatica do espermatozéide apds o
resfriamento, onde houve queda dos valores de
BGT com 24 horas de armazenamento em.res-.
posta ao teste hiposmético, e queda apéds o
resfriamento quando avaliado com o uso de son-
das fluorescentes. Resposta contraria ocorreu
no BCT (Tabelas 3 ¢ 4).

A correlagao entre os testes de funcionalidade e
|ntegr|dade de membrana foi positiva concor-
dando com o que foi citado por Neild et
al. (1999). Apesar da correlagao positi-
va, os resultados apresentam-se
dispersos na figura ao invés de segui-
rem todos em uma mesma reta. Esta

Momento resposta é devido ao baixo coeficiente

- de correlagao (r?)do BCT = 0,2663 (p =
Extensor Pés- Pés- 24h dearma- = 48 h de arma- 72 h de arma-’ 0,0170) e r2do BGT = 0,30298 (p =
diluicao  resfriamento zenamento zenamento zenamento - 0,00630) (Figuras 1 e 2 respectivamen-
A RN A A a te). Cada teste utilizado neste experi-
BCT 40.0 7 400 45,07 40,0 30.0% mento avaliou aspectos diferentes da
BGT 425", 425" 40,08, 32,58, 20,0%; membrana mediante os resultados

das Tabelas 3 e 4 e o teste de correla-

*As letras maiusculas comparam tratamentos para cada momento (colunas).
**As letras minusculas compararn momentos para cada tratamento (linhas).
> Letras iguais comparando-se tratamentos ‘em cada momento nao diferem estatisticamente
pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.

> Letras iguais comparando-se moimentos para cada tratamento ndo diferem estanstlcamente

pelo teste de Freedman a 5% de probabilidade.

BCT - Baken (NISHIKAWA, 1959) mais 50pg/mL de cefalotina e 6,25 mg/l de taurina -
BGT - Baken (NISHIKAWA, 1959) mais 50ug/mL de gentamicina e 6,25 mg/l de taurina

~¢ao0, concordando com Lagares et al.
(2000). -

Geralmente, tenta-se inseminar éguas
o0 mais préximo da ovulagao possivel,
quando se utiliza sémen resfriado. O
manejo normalmente utilizado é espe-
-rar até o sémen transportado chegar a

as. Ci. Vet, v. 10,
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Tabela 3: Porcentagem de funcionalidade de membrana com o uso do teste
hiposmético, segundo extensor e momentos do sémen armazenado até 72
horas.

' Momento
Extensor  Pgs- Pés- 24hdearma- 48hdearma- 72h dearma-
diluicdo resfriamento zenamento zenamento zenamento
BCT = 630", 595% 555", 51,04, 43,0%
BGT  605% 620", 5504 50,0%; 425%

*As letras maitsculas comparam tratamentos para cada momento (colunas).

**As letras minusculas comparam momentos para cada tratamento (linhas).

>Letras iguais comparando-se tratamentos em cada momento nao diferem estatisticamente
pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.

->Letras iguais comparando-se momentos para cada tratamento nao diferem estatisticamente
- pelo teste de Freedman a 5% de probabilidade.

BCT - Baken (Nishikawa, 1959) mais 50ug/mL de cefalotina e 6,25 mg/l de taurina

BGT - Baken (Nishikawa, 1959) mais 50ug/mL de gentamicina e 6,25 mg/l de taurina

Tabela 4: Porcentagem de integridade de membrana com o uso do teste com
sondas fluorescentes, segundo extensor e momentos do sémen armazenado
até 72 horas. '

Momento
;"‘EX‘enébdfn " Pos- Pésﬁ- 24h de arma- 48hdearma- 72h de arma-
’ diluicdo resfriamento zenamento zenamento zenamento
BCT 805" 815" 62,0% 55,0%, 405"
BGT 800", 795", 605" 52,0%4 40,0%,

*As letras maiusculas' comparam tratamentos. para cada momento (colunas).

**As letras mindsculas comparam momentos para cada tratamento (linhas).

>Letras iguais comparando-se tratamentos em cada momento nao diferem estatisticamente
pelo teste de Wilcoxon a 5% .de .probabilidade.

>Letras iguais comparando-se momentos para cada tratamento nao diferem estatisticamente
pelo teste de Freedman a 5% de probabilidade.

BCT - Baken (Nishikawa, 1959) mais 50ug/ml. de cefalotina e 6,25 mg/l de taurina

BGT - Baken (Nishikawa, 1959) mais 50ug/mL de gentamicina e 6,25 mg/l de taurina

propriedade e depois utilizar hCG ou GnRH
no momento da inseminagao para que a
égua ovule com 24 ou 48 horas apés a apli-
cagcac do horménio (Squires et al., 1998).
Como.néo sabiamos os efeitos de fertilida-
de com o diluente utilizado, optamos em re-
alizar as inseminagdes 36 horas apoés a apli-
cagao do hCG, pois as éguas poderiam
ovular com 12 horas apds a inseminagao,
48 horas apés hCG, ja que a rotina da pro-
priedade nao permitia controle folicular duas
vezes ao dia.

Para o primeiro grupo de éguas onde se
utilizou uma uUnica dose inseminante de
200 x 10° espermatozdides viaveis 24 ho-
ras antes da ovulagao, nao foi observada
prenhez com o sémen de 24 horas de
armazenamento (Tabela 5). Estes resulta-
dos foram inferiores aqueles encontrados
na literatura (Squires et al., 1998; Lagares
et al., 2000). Ja no controle, onde foi utiliza-
do sémen diluido com extensor BCT e
inseminado sem refrigeragao, a taxa de pre-
nhez foi de 100%. Nao se sabe ao certo o
que acontece com a célula espermatica,
no trato reprodutivo da égua, depois que foi
resfriado. Alguns autores sugerem que no
resfriamento a 5°C a membrana acros-
somal é mais permeavel ao Ca** que a
membrana mitocondrial. Isso faz com que
haja vesiculagdo prematura dessa primei-
ra membrana citada, explicando por que a
fertilidade declina mais rapidamente que a
motilidade (Elloy e Hall, 1987).

No grupo 2, onde as inseminagbes eram
diarias, inclusive pés-ovulagdo, uma unica
prenhez foi detectada utilizando-se sémen
de 24 horas de armazenamento (Tabela 6).
O resultado nao foi significativo (p<0,05),
diferindo do grupo inseminado com sémen
diluido e nao resfriado, onde se obteve taxa
de prenhez de 100%. Resultados ainda in-
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Figufa 1: Representagao grafica 'da_ correlagao entre o-teste hiposmotico
e o teste com sondas fluorescentes com o extensor BT2.

Teste hiposmotico (%)

Figura 2: Representagao grdfica da correlagdo entre o teste hiposmético
e o teste com sondas fluorescentes com o extensor BT3:




Tabela 5: Resultado das inseminagdes com sémen diluido em BCT, n3o resfri-
ado (0) e resfriado por 24 horas na dose Unica de 200x10° espermatozdides

viaveis, pré-ovulagao.
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1976; Blanchard e Varner, 1998). Ainda pode
ter contribuido com esses resultados, a
curva de 0,05°C/min (Moran et al., 1992).

Com os baixos resultados de fertilidade

Tempo de N’ de animais ‘Doseirlsemiriante Prenhez podemos suspeitar que os esperma-
armazenamento inseminados n (%) tozéides utilizados nas inseminagdes po-
S S — deriam estar envelhecidos. Este envelhe-
0 10 200 x 10° 20 100° cimento é possivel quando se estoca o sé-
: s ' b men (Roche et al., 1968), e a consequén-

24 horas 10 200x 10 0 0

cia disso é a incapacidade do espermato-

Tabela 6: Resultado das inseminagdes com sémen diluido em extensor BCT,
nao resfriado (0) e resfriado por 24 e 48 horas com doses dlanas de 200x10°

espermatozmdes VlaVGIS pre e pos ovulagao

zéide iniciar a fertilizagdo (Nicolai e Shaver,’
1977; Bell e Shaver, 1982). Essa suspeita
também esta de acordo com Mann e Lutwak-
Mann (1975) quando eles citam que o en-
velhecimento resulta em decréscimo da ca-
pacidade de fertilizar, decréscimo da

motilidade espermatica e aumento da mor-

Tempo de N°de animais i‘nseminante Prenhez . talidade embrionaria.
armazenamento inseminados ) o p . i e

n (%) Além do envelhecimento espermatico, po-
. ) demos citar que a curva de resfriamento uti-
0 T 19 200x 10 19 100 lizado no primeiro e segundo grupos pode
6 b ter influenciado, pois o esperma-tozdide

24 horas 10 200 x 10 10 _Intluenciado, pois 0 esp C
‘ equino. € mais susceptivel ao choque tér-
48 horas 10 200 x 10° 0 o° mico pelo resfriamento rapido entre 19 a

Tabela 7: Resultado das inSeminag:ées com sémen diluido em extensor BT2,
nao resfriado (0) e resfriado por 24 e 48 horas com doses didrias de 500 x 10°

espermatozdides viaveis, pré e pds-ovulagao.

8°C (Squires et al.,, 1999). Outro fator que
pode ter influenciado na taxa de prenhez foi
a dose inseminante de 200x10°, que ape-
~sar de ser suficiente para promover a pre-
nhez (Squires et al., 1998), éguas podem
ser inseminadas com, no minimo, 100x10°

com motilidade progressiva, desde que pro-

Tempo de N° de {mimais Dose inséminante Prenhez veniepte de ggranhéo alt{amente fértil, sem
armazenamento inseminados ' n (%) reduzir a fertilidade (Demick et al. 1976).
: Apesar da combinagado da gema de ovo
. 6 a

0 14 500x10 14 100 com glicose poder otimizar a sobrevida
24 horas 10 500 x 10° 6 60° espermatica durante a estocagem (Bogard
b e Mayer, 1950), pouco se sabe do efeito da

48 horas 10 500 x 10° 0 0

associagao de outros componentes exis-

feriores aos citados na literatura, considerando que reabas-
tecendo a reserva espermatica no istmo, com dose
inseminante de 100x 10° espermatozéides vidveis em dois
dias consecutivos, pode-se maximizar a. fertilidade usando
sémen resfriado (Squires-et al., 1998).

Como os resultados nao foram satisfatorios, realizaram-se
novas inseminagdes com um terceiro grupo. Para este tercei-
ro grupo, onde foi utilizada a mesma freqiiéncia de
inseminagbdes do grupo 2 com dose inseminante de 500 x
10¢ espermatozéides com motilidade progressiva, observa-
ram-se seis éguas prenhes para o tratamento 24 horas, ob-
tendo-se resultado significativamente superior aos tratamen-
tos de 48 horas, nao diferindo do grupo que foi inseminado
com sémen diluido com BCT sem refrigeragao (Tabela 7).
" Talvez essa melhora nos resultados de 24 horas de
armazenamento esteja relacionada com a associagao de
inseminagdes artificiais pré e pés-ovulagdo, suprindo algu-
ma deficiéncia espermatica (Silva Filho, 1998) e o aumento
da concentragdo da dose inseminante para 500 x 10°¢
espermatozdides com motilidade progressiva (Demick et al.,

tentes no diluente Baken, utilizado neste ex-
perimento, como a taurina, o cloreto de po-
tassio e o fosfato acido dissédio ‘dodecai-
dratado, sobre as células espermatncas no que diz respelto a
fertilizagao.

Um estudo que cita 0 aumento na motilidade com o uso da
taurina utilizando sémen de garanhao (ljaz e Ducharme, 1995),
nao relata qualquer tipo de relagao entre este aminoacido e o
aumento da fertilidade com sémen resfriado. Varios estudos
tém sido realizados utilizando-se a taurina. Em sua grande
maioria, esta relacionado ao sémen congelado de bovinos
ou qualquer outra pesquisa direcionada a esta espécie (Foote
et al.,, 1993; Chen et al., 1993; Windsor, 1997; Takahashi e
Kanagawa, 1998). .

Conclusoes

O presente trabalho mostrou que o diluente Baken contendo -
cefalotina mostrou ser o melhor em relagédo a longevidade
espermatica em avaliagdes - in vitro para resfriamento de sé-
men equlino, mas o menos eficiente no controle bacteriano
em relacdo ao BCT. Este mesmo diluente foi eficiente até 24
horas de armazenamento mediante os resultados de pre-

—
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nhez para concentragdo de 500x10° espermatozéides com
motilidade progressiva uma vez que foram necessarias
inseminagdes diarias. Além disso, 0 teste hiposmético e o
teste de fluorescéncia avaliam aspectos diferentes da mem-

Apoio FAPESP.
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