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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de
benzilpenicilina benzatina em diferentes
concentracdes, sobre a motilidade, morfologia e
integridade  funcional de membrana  do
espermatozoide, e o controle do crescimento
bacteriano no sémen canino criopreservado em ACP-
106°. Foram utilizados treze ejaculados, avaliados e
posteriormente divididos em quatro aliquotas. Cada
aliquota foi diluida em ACP-18@&om 20% de gema

de ovo e quatro concentragbes de benzilpenicilina
benzatina, de maneira a formar os quatro grupos
experimentais: GO (diluido sem antibiético); G500
(com 500UI/mL); G1000 (com 1000UI/mL); e G1500
(com 1500Ul/mL). Em seguida, as amostras foram
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido.
Ap6s cerca de uma semana, foram descongeladas e
submetidas a avaliacdo espermatica e microbiolégica
Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos
apos descongelacdo, com relacdo aos parametros
seminais avaliados de morfologia, acrossoma intacto
percentual de espermatozoides vivos, bem como para
ao numero de UF@L. Na avaliacdo
computadorizada, também ndo foi evidenciada
diferenca entre os grupos para todos os parédmetros
avaliados. Conclui-se que a benzilpenicilina benaat
quando adicionada ao ACP-f0fao controla o
crescimento bacteriano e néo influencia a qualidade
espermatica apos a criopreservacao do sémen canino.

Palavras-chave antibiético, céo, criopreservacao,
espermatozéide

SUMMARY

This research aimed at analyzing the effect of
benzylpenicillin benzatin addition in different
concentrations, on semen motility, morphology
and functional spermatic membrane integrity,
and of control of bacterial growth on canine
semen cryopreserved in ACP-f£06Thirteen
ejaculates were used, evaluated and further
divided into four aliquots. Each aliquots was
extended in ACP-1G6with 20% egg yolk and
four concentrations of benzylpenicillin
benzatin, forming four experimental groups:
GO (without antibiotic); G500 (with
500Ul/mL); G1000 (with 1000UI/mL); and
G1500 (with 1500Ul/mL). After then, the
samples were frozen and stored in liquid
nitrogen. After about one week, samples were
thawed and submitted to spermatic and
microbiology evaluations. No differences were
observed among groups after thawing
regarding seminal parameters, morphology,
intact acrossoma and percentual of live
spermatozoa, as well for the number of
UFC/L. In computerized analyzes, it was also
evidenced no differences for all seminal
parameters. In conclusion, benzylpenicillin
benzatin added to ACP-1b@loes not control

bacterial growth and does not influence
spermatic quality after canine semen
cryopreservation.

Keywords: antibiotic, cryopreservatiodpg,
spermatozoa
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INTRODUCAO ideal desses e dos efeitos sobre a
gualidade espermatica canina. Dessa
forma, o presente trabalho foi

A criopreservacdo do sémen é uma conduzido com o objetivo de avaliar o

biotécnica que permite o armazenamento por efeito da adicdo de benzilpenicilina

tempo indeterminado de material genético de benzatina, em diferentes concentragbes

machos com alto padréo racial, além de sobre a motilidade, morfologia e

facilitar a troca de material genético dentro e integridade funcional de membrana do

entre paises, o que reduz custos com espermatozoide canino criopreservado
transportes de animais e evita o estresse dos em um diluidor a base de agua de coco
reprodutores e a transmissdo de doencas na forma de p6 (ACP-16§ e ainda

(CARDOSO et al., 2000). verificar seu efeito sobre o controle do

Apesar de os ejaculados serem estéreis, essescrescimento bacteriano.

podem se contaminar durante o processo de

coleta, bem como durante seu processamento

para congelacdo por meio da gema de ovo MATERIAL E METODOS

utilizada nos diluidores (BOUSSEAU et al.,

1998), com o proprio diluidor, as palhetas, o

alcool  polivinilico  (MARINOV & Seis cdaes clinicamente saudaveis
BOHNEL, 1972) e com o nitrogénio liquido  foram selecionados, dois da raca
e sua fase de vapor (LEVY et al., 2004). Boxer, um Rottweiler, um American
A contaminagéo bacteriana pode afetar Pit Bull Terrier, um Bullmastiff e um
negativamente a fertilidade do  Sharpei, com idade entre 18 meses e 9

espermatozoide pela prépria presenca das anos. Os cdes pertenciam a canis
bactérias, pela producdo de toxinas e por particulares e eram mantidos em boxes
degradacao dos componentes do meio. individuais com livre acesso a agua e
A fim de se controlar o crescimento alimentados com ragdo comercial uma
bacteriano, antibidticos tém sido adicionados vez ao dia.

aos diluidores seminais para criopreservacdo Foi utilizado um total de 13
do sémen de bovinos (MOUSSA et al, ejaculados, com uma média de dois
2002), equinos (VIDAMENT et al., 2000), ejaculados por cdo. A coleta foi
suinos (KAWANO et al., 2004) e caninos realizada por meio da técnica de
(PENA et al., 2003), e a associacéo classica manipulacdo digital, sendo as fracdes
de penicilina e estreptomicina foi a mais seminais separadas por mudanca na
utilizada (ALAMO et al., 2005; MARTINS- coloracdo. A fracdo rica em
BESSA et al., 2006). espermatozoide foi destinada as
Para o resfriamento do sémen equino, foi avaliagbes e a posterior
verificado que a utilizacdo de doses elevadas criopreservacdo. No sémen a fresco,
de antibidticos pode prejudicar a motilidade foram observados o0s parametros
e a membrana acrossdmica, quando a macroscopicos de cor, pH e volume.
conservacdo € feita por até 72 horas Os parametros microscopicos de
(VIEIRA et al., 2002). motilidade (percentual de
Apesar de alguns autores j& utilizarem espermatozoides com  motilidade
antibioticos em diluidores para  progressiva e retilinea) e vigor
criopreservacao do sémen canino espermatico, mensurado em uma
(RIJSSELAERE et al., 2002; PENA et al., escala de 0 (auséncia de movimento) a
2003; SCHAFER-SOMI et al., 2006), ainda 5 (movimento vigoroso, retilineo e
h& caréncia de estudos sobre a concentracdo progressivo) (CBRA, 1998), foram
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avaliados com auxilio de microscopio Optico

(100x).

A morfologia espermatica e a integridade

acrossomal foram avaliadas através da
contagem de 200 células coradas com rosa
de bengala, e as células classificadas como
normais ou alteradas e o acrossoma, como
intacto ou danificado. Essas avaliacoes

foram realizadas através da microscopia
Optica, em aumento de 1000x.

A concentracdo espermatica foi mensurada

através de contagem em camara de Neubauer

(CARDOSO et al., 2003).

Somente amostras com motilidade85%,
vigor > 4 e alteragbes morfoldgicas totais
espermaticas 15% foram utilizadas para o
experimento.

Para o trabalho, foi utilizado o diluidor a
base de agua de coco na forma de p6 (ACP-
106°, ACP BIOTECNOLOGIA, Fortaleza,
Ceara, Brasil), preparado segundo
recomendacdes do fabricante. O ACP®106
€ um diluidor para a congelacéo de sémen de
cdes. O meio é composto de agua de coco
desidratada e reguladores de pH. E um
produto natural, de composi¢cdo complexa, a
base de carboidratos (frutose e glicose, sem a
presenca de sacarose), sais minerais
(potassio, sodio, célcio, ferro, cobre, fosforo,
magnésio, manganés, selénio e zinco),
vitaminas (B1, B2, B3, B6, C), proteinas,
aminoacidos  (a4cido aspartico, acido
glutdmico, alanina, arginina, fenilalanina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, prolina, serina, tirosina, treonina e
valina), fibra alimentar, baixissimas
quantidades de acidos graxos (<1%), com
destaque para o acido graxo monoinsaturado,
acido oleico e o polinsaturado &acido
linoleico, sem gorduras trans. Apresenta
ainda quantidades reduzidas de &cidos
graxos saturados (acido caprilico, céaprico,
laurico, miristico e palmitico). O peso
liquido é de 18,559 e deve ser diluido em
250mL de agua destilada. Apds o preparo, 0
diluidor tem pH de 7,22 e osmolaridade de
355mOsm/Kg.

http://www.rbspa.ufba.br

20% do diluidor ACP-10% foram
substituidos por 20% de gema de ovo,
0 que possibilitou a constituicdo do
diluidor base. A partir do diluidor
base, foram preparados quatro
diluidores: DO (diluidor base sem
benzilpenicilina benzatina), D500
(diluidor base + 500Ul/mL de
benzilpenicilina benzatina), D1000
(diluidor base + 1000Ul/mL de
benzilpenicilina benzatina) e D1500
(diluidor base + 1500Ul/mL de
benzilpenicilina benzatina). Esses
guatro diluidores foram divididos em
duas partes, A e B. A parte B, foi
acrescido glicerol, na concentracao de
12%.

Inicialmente, o sémen apds prévia
avaliacdo, foi dividido em quatro
aliguotas de igual volume, o que
possibilitou a formagcdo de quatro
grupos experimentais. Cada grupo foi
diluido com o diluidor A; GO (diluido
com DO0), G500 (diluido com D500),
G1000 (diluido com D1000) e G1500
(diluido D1500).

ApoOs a primeira diluicdo, os grupos
armazenados em tubos de vidro foram
colocados em um recipiente com agua
e acondicionados em caixa térmica
com gelo reciclavel (&) por 40
minutos. Em seguida, os grupos foram
transferidos para um refrigerador até
atingir 4°C e la permaneceram por 30
minutos. A segunda diluicdo foi
realizada a 4°C com a parte do diluidor
B de cada grupo, o que totalizou, apés
essa diluicdo, uma concentracdo final
de 200 x 1Bespermatozoides/mL.
Ap6s 15 minutos dessa segunda
diluicdo, o sémen foi envasado em
palhetas de 0,25mL, dispostas
horizontalmente em rampa de
congelacdo a uma altura de 5cm do
nivel de nitrogénio liquido por cinco
minutos e, finalmente, foram
armazenadas em nitrogénio liquido
(CARDOSO et al., 2005).
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ApOs cerca de uma semana, o sémen foi
descongelado em banho-maria a 37°C por 1
minuto, depositado em um microtubo de
1mL e mantido em banho-maria a 37°C para
posteriores avaliacdes.

ApoOs a descongelacdo e com 60 minutos de
incubacdo, foi realizada a avaliacdo do
percentual de espermatozoides vivos, atraves
de esfregacos de sémen corados com azul de
bromofenol. Foram contadas 100 células
com auxilio de microscopio 6ptico com
aumento de 400x, e foram classificados
como Vivos 0S espermatozoides que nao
estavam corados. Nesses dois tempos de
incubacdo, também foram avaliadas a
morfologia espermatica e a integridade do
acrossoma, com laminas coradas com rosa
de bengala.

Foi realizada ainda a analise
computadorizada da motilidade espermética,
imediatamente, 30, 60 e 90 minutos apos a
descongelacdo. Para esta andlise, foi
realizada uma nova diluicdo da amostra para
facilitar a visualizacdo dessa no sistema
computadorizado. Para tanto, foram
adicionados Lo da amostra
homogeneizada em um segundo microtubo
de 1mL, contendo 50 de uma solucdo de
citrato de sddio-glicose a 37°C (2,379 citrato
de sodio, 0,80g glicose, 100mL agua
destilada), a fim de se atingir uma
concentragéo de 20 a 35 X
10Pespermatozoides/mL.  CincoplL da
amostra rediluida foram colocados em uma
Camara de Makl& (Sel-Medical
Instruments), previamente aquecida a 37°C,
e a motilidade espermatica foi analisada com
o0 auxilio de microscopio de contraste de

2010 http://www.rbspa.ufba.br

O teste hiposmdtico foi realizado apos
a coleta e imediatamente ap6s a
descongelacdo do sémen. Para isso,
0,01lmL de sémen foi diluido em
0,09mL de agua destilada e mantido
em banho-maria a 38°C por 45
minutos. Apés esse periodo, uma
aliquota espermatica foi colocada em
uma lamina de vidro, coberta com
laminula, e contadas 200 células com
auxilio de microscopio Optico em
aumento de 400x. Os espermatozoides
gue apresentaram cauda enrolada
foram considerados portadores de
membrana espermatica funcional.

Para a analise microbiolégica do
sémen, foram utilizadas as técnicas de
contagem padréo em placas e diluicdes
seriadas (TORTORA et al., 2005), que
consistiram na analise de uma palheta
de cada grupo. Para tanto, as palhetas
foram descongeladas em temperatura
ambiente por 5 minutos e, em seguida,
0o sémen a uma temperatura
aproximada de 27°C foi
acondicionado em microtubos de 1mL.
Dessas amostras, 300 foram
serialmente diluidos em tubos de vidro
com 90QL de solugdo salina
peptonada 0,01%, para se obter
diluices de 18 a 10*. Em seguida,
10QuL de cada diluigdo foram
inoculados em placas de Petri, com 10
mL do &gar tryptc soy (Mer€, por
meio do método de espalhamento
(TORTORA et al., 2005). Todos esses
procedimentos  foram  realizados
assepticamente, e a inoculacdo das

fases acoplado a uma video-camara adaptada placas foi realizada em duplicata.

ao sistema Sperm Class Analyser® (SCA,
Microptic S.L., versao 3.2.0). Foram obtidos,
entdo, os parametros de velocidade média do
percurso (VAP um/s) da subpopulagdo de
espermatozoides rapidos (VAP > g&/s)

e médios (VAP 55 a 9am/s); motilidade
total (%); motilidade progressiva (%);
subpopulacdo de espermatozoides rapidos
e médios (%).

As placas semeadas foram incubadas a
temperatura de 35°C * 2, por 18 a 24
horas. Apds esse periodo, foi realizada
a contagem das col6nias através da
observacao visual. Foram contadas as
colénias das placas de diluicdo que
apresentassem melhor

individualizacdo das colonias, e foi

realizada uma média do numero de
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colénias das duas placas. O resultado da
contagem foi expresso em unidades
formadoras de colbnias por microlitro de
amostra (UFC/uL), por meio da férmula:
UFC = N x ID (N representa o numero de
colbnias observadas e ID o inverso da
diluicéo).

No sémen a fresco, a cor foi avaliada de
forma subjetiva, e o volume da fracdo
espermatica e as caracteristicas
microscopicas do sémen foram avaliados por
estatistica descritiva e expressos na forma de
média e erro padrdo. Os parametros
avaliados ap6s a descongelacdo foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett para confirmacéo da normalidade da
distribuicdo e homogeneidade de variancias
entre tratamentos, respectivamente. Nas
situacbes em que houve atendimento das
exigéncias para a analise de variancia, essa
foi executada por meio do procedimento
GLM do Programa SAS (2002), e os testes
de comparacdo de meédias foram aplicados
de acordo com os critérios recomendados

por Sampaio (2002): variaveis com
coeficiente de variacdo (CVEk 15%
(percentuais de espermatozoides

morfologicamente normais e de acrossomas
intactos nos tempos zero e 60) foram
comparadas pelo teste de Tukey, enquanto
aquelas com CV > 15% (percentagem de
espermatozoides Vivos e dados
microbioldgicos) foram submetidas ao teste
de Student, no intuito de combater a
ocorréncia de erro tipo Il. Os dados
referentes a microbiologia (UFC/ul) foram
transformados em log(x+1). Nos casos em
que houve heterocedasticidade mesmo apos
tentativas de transformacgéo dos dados (teste
hiposmoético e  andlise  espermética
computadorizada pés-descongelagéo) foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média, e as
diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05.

http://www.rbspa.ufba.br

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen a fresco apresentou: cor
branca opalescente; pH 5,92 + 0,11;
volume 1,62 + 0,2mL; concentragcdo
782,31 + 76,07 X
espermatozoides/mL; motilidade 99,23
+ 0,77%; vigor 5 + 0; total de
espermatozoides normais 96,05 =+
0,66%; total de espermatozoides com
acrossoma intacto 99,40 * 0,30%.
Todos os parametros avaliados foram
considerados normais para a espécie
canina (CBRA, 1998) e estavam
dentro dos critérios qualitativos
preconizados para 0 estudo, o que
possibilitou a utilizagdo dos ejaculados
para o experimento.

A avaliagdo da morfologia espermética
€ uma ferramenta a mais para a
avaliagdo  espermatica. OETTLE
(1993) relatou que a fertiidade é
afetada quando a proporcédo de
espermatozoides  morfologicamente
normais esta abaixo de 60%.

ApoOs a descongelacao, foi observado
gue o percentual total de
espermatozoides  morfologicamente
normais ndo sofreu efeito das
diferentes concentracdes de
antibiotico, tanto logo  apos
(descongelagéo), quanto aos 60
minutos de incubacdo (P>0,05)
(Tabela 1). Dessa forma, a morfologia
se manteve dentro dos padrbes para
garantir a fertilidade dos
espermatozoides (OETTLE, 1993).

A integridade do acrossoma €
fundamental no  processo de
fertilizacdo, e sua integridade é
significativamente  reduzida apos
congelacdo e descongelacao (HOLT,
2000), bem como apés a refrigeracao
por tempo prolongado com elevadas
concentracdes de antibidtico (VIEIRA
et al., 2002). Neste trabalho, pode-se
verificar que ndo houve diferenca entre

274



Rev. Bras. Salde Prod. An., v.11, n.1, p 270-28jaar, 2010
ISSN 1519 9940

http://www.rbspa.ufba.br

0S grupos testados quanto ao percentual de que evidencia que as concentracdes de
acrossomas intactos, bem como ndo houve antibiético encontraram-se dentro de

reducdo nesse percentual durante o periodo
de incubacédo a 37°C em nenhum dos grupos
testados (P<0,05), conforme a Tabela 1, o

um limite aceitavel ndo prejudicial
para os espermatozoides.

Tabela 1. Média + erro padrdo do percentual deresiezoides normais e vivos, com
acrossoma intacto, imediatamente ap0s a descoagetagpos 60 minutos de
incubacéo a 37°C, do sémen canino, criopreservadd@P-106 acrescido
de diferentes concentracfes de benzilpenicilinadtera.

%

Sémen descongelado

GO G500 G1000 G1500
Normais
0} 03,88+0,80 94,25+0,8% 94,38+0,88 95,08 +0,72
60’ 92,00+1,00 93,69+0,98 92,79+0,72 93,69 + 0,47
Acrossoma intacto
0} 9565+1,3%4 97,37 +0,31 97,58 +0,4% 97,27 +0,27
60’ 9550+0,6% 95,88+0,72 96,67 +0,62 95,69 +0,68
Vivos
0} 42,23 +4,08 4158+4,72 4996 +3,38 4292+4,74
60’ 28,46+498  2931+470  2954+508 2535+502

ahviédias seguidas por letras diferentes na mesmaaolm cada parametro, diferem entre si (P<0,05),
pelo Teste de Tukey (% normais e acrossoma intagiejo testé de Student (% vivos).

A integridade e funcdo da membrana

plasmética sdo essenciais para viabilidade
celular. A permeabilidade seletiva da

membrana plasmética mantém a atividade
metabdlica  intracelular, = composicoes

ibnicas e pH. Na célula espermatica, a
membrana plasmatica funcional é essencial
para 0 evento de fusdo com o &ocito

(ROTA et al., 1997).

No sémen a fresco, foi observado no teste
hiposmotico que 9553 + 0,63% dos

espermatozoides apresentavam membrana
funcional, sendo evidenciado, apés a
descongelacdo, uma reducdo nesse
percentual em todos o0s grupos testados
(P<0,05). N&o foi observada diferenca

entre os grupos (P>0,05 - Tabela 2), o que
evidencia que a adicdo de benzilpenicilina
benzatina n&o afetou o percentual de
membrana funcional. Essa reducdo no
percentual de espermatozoides com

membrana funcional ja era esperada,
visto que o0 processamento de

congelacdo e descongelacdo causam
alteragbes na membrana plasmatica

gue muitas vezes podem ser
irreversiveis (HOLT, 2000).
A reducdo no numero de

espermatozoides vivos nos grupos
GO, G1000 e G1500, ap6s 60" de

incubacédo a 37°C (Tabela 1), pode
ser explicada pelos danos ocorridos
nos espermatozoides pelas mudancgas
de temperatura que envolve o

processo de congelacao e

descongelacéo, pelo estresse
osmaGtico e toxico da exposicdo ao

crioprotetor e pela formacdo e

dissolucdo de gelo no meio

extracelular (WATSON, 2000).

Na avaliacdo computadorizada da
motilidade, ap6s a descongelacao
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(Figura 1), ndo foram evidenciadas % de espermatozoides rapidos de
diferencas entre os grupos para o mesmo 17,18 a 21,55% (Figura 1C); % de
tempo de avaliacdo, em nenhum dos espermatozoides meédios de 14,07 a
parametros avaliados (P>0,05). 15,82% (Figura 1D); VAP dos
Imediatamente apos a descongelagdo, os rapidos de 112,88 a 91,3/s
grupos apresentaram: motilidade total entre (Figura 1E); VAP dos médios de
41,78 e 47,05% (Figura 1A); motilidade 80,08 a 78,28m/s (Figura 1F).
progressiva de 30,77 a 34,72% (Figura 1B);

Tabela 2. Média *+ erro padrdo do percentual de restezoides com membrana
funcional (teste hiposmaético) no sémen a frescepds a descongelagédo do
sémen canino criopreservado em ACP®l0écrescido de diferentes
concentracoes de benzilpenicilina benzatina

Grupos Espermatozoides com membrana funcional (%)
Sémen fresco 95,53 +0%3

Descongelado -

GO 54,50 + 4,48

G500 56,42 + 5,14

G1000 61,23 + 3,93

G1500 56,15 + 4,93

aBviédias seguidas por letras diferentes diferem aifé < 0,05), pelo Teste de Kruskal-Wallis.

Aos 30 minutos de incubacdo, foi diferiram nos tempos testados, o que
verificada uma reducdo em todos os indica que as diferentes
parametros avaliados, quando comparado concentracbes de benzilpenicilina
com o tempo 0 de descongelagdo benzatina ndo afetam os parametros
(P<0,05), o que nao diferiu entre os grupos de motilidade avaliados pelo CASA.
(P>0,05). Foi observada motilidade total A motilidade esperméatica €é o
entre 7,64 e 11,78%, motilidade principal parametro microscopico
progressiva de 3,24 a 5,08%; % de utilizado por diversos autores para
espermatozoides rapidos de 1,58 a 2,54%, avaliagdo do sémen descongelado
% de espermatozoides meédios de 1,65 a (CARDOSO et al., 2006; SILVA et
2,72%; VAP dos rapidos de 49,92 a al., 2006; GODIM et al., 2009) e é
57,44m/s; VAP dos médios de 38,44 a considerada como ideal para
47,6um/s (Figura 1). inseminacao artificial, motilidade
Pode-se observar ainda que, com o passar PO0s-descongelacdo acima de 50% e
do tempo de incubagdo, houve uma aceitavel acima de 30%, o que indica
reducdo significativa em todos os adequacdo das amostras deste
parametros avaliados, e foi evidenciado trabalho para inseminacé&o artificial.
gue cada grupo testado apresentou um

comportamento diferenciado nessa

reducdo, no entanto, 0S grupos nao
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Letras minUsculas diferentes indicam diferencaeents tempos para cada tratamento avaliado. As
sequéncias de letras minlsculas separadas pofagirgon cada tempo referem-se aos grupos G0, G500,
G1000, e G1500 (P<0,05), pelo teste de Kruskaldig/aNao foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos, em cada tempo avaliado.

Figura 1. Analise espermatica computadorizada p8sahgelacdo do sémen canino
criopreservado em ACP-186 acrescido de diferentes concentracbes de
benzilpenicilina benzatina. (A) Motilidade total )% (B) Motilidade
progressiva (%); (C) Percentual médio da subpopolag espermatozoides
rapidos; (D) Percentual médio da subpopulacéo peremtozoides médios;
(E) VAP média da subpopulacdo de espermatozoidados (m/s); (F)
VAP média da subpopulagéo de espermatozoides m@eiigs)
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Outro parametro que deve ser levado em habilidade de fertilizagcaan vitro ndo
conta na avaliagdo do sémen congelado éestd relacionada a subpopulacdo de
a velocidade meédia do percurso (VAP), espermatozoides rapidos, e sim a
pois essa foi correlacionada a interacdo distribuicdo entre as varias populacdes
entre oocito e espermatozoide (SILVA et espermaéticas.

al., 2006). A adicdo de antibidticos néo foi eficiente
Observou-se que 0S resultados para controlar o crescimento bacteriano,
encontrados neste trabalho, para as VAPsvisto que apds a descongelacdo néo foi
dos espermatozoides com velocidade evidenciada diferenca entre 0s grupos
rapida e média, imediatamente apds a quanto ao nimero de UR(T/da amostra
descongelacdo, estdo proximos aos (Tabela 3). Esse resultado pode ser

observados por SILVA et al. (2006), que
observou uma VAP média de 100,9 +
7,4um/s, e ROTA et al. (2006), com uma

explicado pelo fato de neste trabalho ter
sido utilizado somente um antibidtico,
visto que a maioria dos trabalhos utiliza

VAP de 87,8 + 7,4m/s, ambos utilizando associac;ﬁes_.de antibioticos (PENA et al.,
diluidor Tris sem antibiéticos. 2003; SCHAFER-SOMI et al., 2006).

SILVA et al. (2006) ndo verificaram Outra possibilidade € a existéncia de
relacdo entre as subpopulacbes de relatos de resisténcia bacteriana aos
espermatozoides com interacbes de antibioticos penicilina e estreptomicina, o
espermatozoides-o6cito em cdes. Os que foi relatado para o sémen caprino

autores também supuseram que a (SOUZA etal., 2006).

Tabela 3. Média £ erro padrdo do numero de uniddéoesadoras de coldnia por
microlitros de amostra (UF@L) apos a descongelacdo, do sémen canino
criopreservado em ACP-106acrescido de diferentes concentracdes de
benzilpenicilina benzatina

Grupos UFCluL

GO 5,9x1C + 3,6x10
G500 4,2x10 + 2,3x10
G1000 1,5x10 + 0,9x1G
G1500 2,3x10 + 1,4x10

P>0,05 pelo testede Student.

Vale ressaltar que a presenca de
microrganismos nem sempre € um
indicador de infeccdo. Além disso, a
concentracédo e o tipo de bactéria sdo os
fatores mais importantes para
determinacao contaminacdo ou

descongelado, a fim de se confirmar se as
mesmas Sao potenciais transmissores de
doencas ou somente bactérias
oportunistas. E necessaria também a
avaliacdo da eficiéncia de outros

de antibioticos, bem como suas associacoes

infeccdo (COTTELL et al., 1997). Dessa para o0 controle do crescimento
forma, estudos sdo necessarios para se microbiano no sémen canino
identificar quais os tipos de bactérias descongelado.

estdo presentes no Ssémen canino
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Conclui-se que 0 antibiotico
benzilpenicilina  benzatina  quando
adicionado em diferentes concentracdes
ao diluidor ACP-108 nao afetou a
motilidade, integridade funcional de
membrana e morfologia do
espermatozoide canino criopreservado, no
entanto, ndo foi eficiente no controle do
crescimento bacteriano.
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