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ABSTRACT

The aim was to evaluate the effects of the addition of antimicrobials to the diluent for the cryopreservation of the
semen of collectors, especially on the morphofunctional parameters. Ten ejaculates from adult males were
obtained by electroejaculation. The samples were evaluated for volume, concentration, motility, morphology,
membrane functionality, sperm viability, mitochondrial activity and binding capacity. Subsequently, they were
cryopreserved in Tris with egg yolk (20%) and glycerol (3%) added or not (control) with gentamicin (70pg/mL),
or with the penicillin (1000 IU/mL) + streptomycin (ImgE/mL). After one week, the samples were thawed and
evaluated according to the fresh semen. As for the results, no significant differences were observed between the
control treatment and those added with antimicrobials, emphasizing that these do not damage the sperm
morphofunctional parameters during cryopreservation. In this sense, it is suggested that both gentamicin and the
penicillin/streptomycin combination could be added to the extender for the cryopreservation of the collared
peccary semen.
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INTRODUCAO

O cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) ¢ um taiassuideo silvestre cuja populagdo
vem diminuindo em biomas como a Mata Atlantica. Diante disso, seu desaparecimento nos
ecossistemas ocasionaria significativas perdas ecologicas, visto sua importancia para a
manuten¢do da fauna e flora (Gongora et al., 2011). Assim, o desenvolvimento de
biotecnologias reprodutivas, como a criopreservagdo de germoplasma masculino, poderia
repercutir na conservagdo e multiplicacdo da espécie (Domingues et al., 2011). No entanto,
durante as etapas que envolvem a congelacdo de s€émen, pode haver contaminacgio por agentes
bacterianos, os quais podem sobreviver a baixas temperaturas (-196 °C) (BIELANSKI e
VAIJTA, 2009) e causar danos as células espermaticas (Prieto-Martinez et al., 2014).

Nesse contexto, o uso de antimicrobianos contribuiria para o controle da populagao
bacteriana, bem como minimizaria possiveis danos que a contaminacdo poderia acarretar.
Porém, a depender das concentragdes, eles podem acarretar danos aos parametros
espermaticos. Dentre os antimicrobianos mais usados em diluentes para sémen de diferentes
espécies, destacam-se a associacdo penicilina/estreptomicina e a gentamicina (Camara et al.,
2018). Assim, o presente trabalho objetivou investigar a acdo dos antimicrobianos:
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gentamicina (70 pg) e penicilina/estreptomicina (1000 U/mL/ 1mgE/mL) sobre a qualidade
espermatica de catetos no processo de congelacdo/descongelacdo do sémen.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da UFERSA (n°. 05/2020). Foram utilizados dez ejaculados oriundos
de machos sexualmente maduros, mantidos sob fotoperiodo natural de 12h. Os animais
receberam alimentacdo comercial para suinos e frutas da estacdo, e 4gua a vontade.
Antecedendo ao periodo de coleta, os animais foram mantidos em jejum alimentar de 12h e
contidos com auxilio de propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) a Smg/kg em
bolus, via endovenosa. Posteriormente, foi realizada a coleta mediante aplica¢do do protocolo
de eletroejaculagdo estabelecido para a espécie (Castelo et al., 2010).

ApoOs a coleta, as amostras foram avaliadas quanto ao volume, concentragdo
espermatica (em milhdes de espermatozoides/mL) por contagem em camara de Neubauer
(400x), morfologia espermatica em esfregacos corados com Rosa Bengala, contando-se 200
células (1000x), funcionalidade da membrana pelo teste hipo-osmoético com agua destilada (0
mOsm/L) (400x). Em adi¢do, verificou-se a viabilidade espermatica e a atividade
mitocondrial por marcacio com Hoechst 342, Mito Tracker red® e lodeto de Propidio,
contando-se 200 células em microscopio de epifluorescéncia (Episcopic Fluorescent
attachment EFA Halogen Lamp Set. Leica. Kista, Sweden). Os espermatozoides com cabeca
marcada em azul foram considerados com membrana intacta e aqueles com cabega marcada
em vermelho com membrana ndo intacta e com pega intermediaria marcada em vermelho
foram considerados com func¢ao mitocondrial (SOUSA et al., 2013). A analise da capacidade
ligante das células espermadticas também foi investigada, utilizando-se o teste de ligacdo a
membrana perivitelina do ovo de galinha conforme descrito por Campos et al. (2017).

Aliquotas do sémen foram criopreservadas em diluente Tris-gema (20%) e glicerol
(6%) seguida da adicdo dos antimicrobianos, consistindo nos seguintes grupos: (A) Controle
(sem antimicrobiano/C), (B) 70pug/mL de gentamicina (G) e (C) 1000 UI/mL de penicilina + 1
mgE/mL de estreptomicina (P+E). Ap6s uma semana, as amostras foram descongeladas e
submetidas as mesmas avaliagdes do s€émen fresco.

Os dados obtidos foram expressos em médiaterro padrao (média+SEM). O teste de
Dunnett comparou o sémen fresco com os demais tratamentos. Posteriormente, foi realizada
uma ANOVA one-way, seguida teste de Tukey para avaliar as diferengas entre os tratamentos
(descongelados). Foi utilizado o software Statistical Analysis Software, versdo 8.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA), considerando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os ejaculados apresentaram coloracdo normal, com um volume de 5,0+1,2mL, com
concentracdo espermdtica de 461,0+59,2 espermatozoides/mL, e motilidade total de
95,3+0,8%. Os demais parametros morfofuncionais estdo representados na Tab. 01.

34
*E-mail: samara.sandy@bol.com.br



Ciéncia Animal, v.31, n.1, p.33-36, 2021. Supl. 1 (X CONERA - Complemento)

Tabela 01: Pardmetros espermaticos morfofuncionais (média+EP) de catetos antes e apds a
congelacdo de s€émen (n=10), no grupo controle e utilizando os antimicrobianos, gentamicina
ou penicilinia/estreptomicina (P+E).

Fresco Descongelado
Parametros espermaticos Controle | Gentamicina P+E
Morfologia normal (%) 80,0+4,32 79,4+2 .22 75,1£3,5° 79,1+3,3%
Funcionalidade membrana (%) 69,4+8,62° 50,043,6° 59,446,1° 50,5+4,3°
Integridade de membrana (%) 80,9+2,2° 37,6+5,4° 40,1+5,8° 31,3+2,5°
Atividade mitocondrial (%) 79.3+2.8° 31.3+5.4° 34.9+5.9° 30.6+2.8°

N° de espermatozoides ligados 212,0+£22.6* | 105,0+16,1° | 100,7+8,1° | 95,8+13,4°

abe T etras minusculas sobrescritos indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05).

Conforme esperado, as amostras submetidas a congelacdo/descongelacao tiveram
seus parametros espermaticos reduzidos (p<0,05) em relacdo as amostras frescas, exceto
quanto a morfologia espermatica (p>0,05). Apesar disso, entre os tratamentos ndo houve
diferengas significativa (Tab. 01), salientando que ambos os antimicrobianos ndo causaram
danos aos pardmetros espermaticos morfofuncionais.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que a adigdo de antimicrobianos ao diluente seminal de catetos nao
tem efeito significativos sobre seus parametros morfofuncionais apds o processo de
congelagdo/descongelagdo. Assim, sugere-se que tanto a gentamicina como a associagao
penicilina/estreptomicina poderiam ser adicionados ao diluente para a criopreservagdo do
sémen de catetos.
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