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ABSTRACT

The objective was to verify the impact of the addition of antimicrobials on the kinetic parameters of sperm in the
cryopreserved semen of collared peccaries. Ejaculates from 10 adult male, obtained by electroejaculation, were
used. The samples had their kinetic parameters evaluated by computer analysis (CASA). Subsequently, they
were cryopreserved in Tris plus egg yolk (20%) and glycerol (3%), whether or not (control) added gentamicin
(70pg/mL) or the combination penicillin (1000 IU/mL) and streptomycin (ImgE/mL) (P+E). After one week, the
samples were thawed and evaluated similarly to fresh semen. In fresh semen, total motility of 95.3+0.8% and
72.143.5% progressive motility were observed. After thawing, there were no differences between treatments,
except for the cross-beat frequency (BCF) parameter, which was negatively influenced by P+E, in relation to
fresh semen (p<0.05). In conclusion, it is suggested the use of gentamicin as an antimicrobial for the
cryopreservation of semen from peccaries.
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INTRODUCAO

O cateto (Pecari tajacu) ¢ um Tayassuideo silvestre presente em diferentes biomas,
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. Sua populacdo ¢ descrita como
globalmente estavel, mas em declinio no bioma Mata Atlantica (Gongora et al., 2011). Além
de sua importancia ecoldgica, destaca-se por seu potencial cientifico, sendo amplamente
utilizado em pesquisas conservacionistas, que podem ser extrapoladas para espécies
ameacadas filogeneticamente proximas como o Tagua (Catagonus wagneri).

A criopreservagao do s€émen tem sido a principal biotécnica aplicada na conservagao
de material genético da espécie (Souza et al., 2016). A execucao do processo pode acarretar
contaminagdes microbianas que podem afetar a qualidade das amostras armazenadas. Para
controlar crescimento bacteriano, varios agentes, dentre eles a gentamicina, € a associagao
penicilina/estreptomicina, t€ém sido utilizados nos diluentes seminais. Entretanto, os proprios
antimicrobianos, a depender de sua concentracdao, podem afetar a motilidade e a viabilidade
espermaticas (Rurangwa et al., 2004).

Os sistemas de analise computadorizada (CASA) permitem uma avaliagdo objetiva
nao s6 da motilidade, mas também de demais parametros cinéticos do espermatozoide. Ele
pode fornecer informacdes acuradas, precisas e significativas a respeito do movimento
individual de cada célula bem como de suas subpopulacdes espermaticas (AMANN e KATZ,
2004). Desse modo, possibilitando a identificacdo de sutis efeitos de variaveis sobre o sémen,
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como por exemplo o uso de drogas adicionadas aos diluentes. Assim, objetivou-se verificar o
impacto dos antimicrobianos sobre os parametros cinéticos dos espermatozoides de catetos
apods congelacao/descongelacao de sémen.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacio Animal da UFERSA (n°. 05/2020). Foram utilizados 10 ejaculados
provenientes de machos sexualmente maduros, mantidos em grupo, e alimentagao para suinos
e frutas, além de dgua a vontade. Na ocasido da coleta, os animais foram contidos com um
pucs, e anestesiados com 5Smg/kg propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) em bolus
endovenoso. O sémen foi coletado por eletroejaculagdo conforme protocolo estabelecido para
a espécie (Castelo et al., 2010).

Os ejaculados foram avaliados imediatamente quanto aos seus parametros cinéticos
por meio da andlise computadorizada de sémen (CASA — IVOS 7.4G, Hamilton-Thorne
ResearchTM, Beverly, MA, USA), em camaras Leja de quatro canais (20um), com
configuracdes pré-estabelecidas para a espécie (Souza ef al., 2016). Os parametros avaliados
incluiram: numero de células contadas, motilidade total (%), motilidade progressiva (%),
velocidade média da trajetoria (VAP; mm/s), velocidade linear progressiva (VSL; mm/s),
velocidade curvilinea (VCL; mm/s), amplitude lateral da cabe¢a (ALH; mm), frequéncia de
batimento cruzado (BCF; Hz), indice de progressdo (STR; %) e indice de linearidade (LIN;
%). A populagdo de espermatozoides foi subdividida em quatro categorias: rapida, com VAP>
VMV; médio, com (VLV <VAP <VMYV); lento, com VAP < VLV, e estaticos (Souza et al.,
2016).

As amostras foram congeladas em Tris + gema (20%) + glicerol (3%) (controle sem
antimicrobianos) ou este diluente adicionado de 70pug/mL de gentamicina (G) ou 1000 Ul/mL
de penicilina/ImgE/mL de estreptomicina (P+E), e armazenadas em nitrogénio liquido (Souza
et al., 2016). Apds uma semana, as amostras foram descongeladas em banho maria a 37 °C
por 1 minuto e submetidas novamente a avaliacdo dos seus parametros cinéticos, conforme
descrito para o sémen fresco.

Os dados foram expressos em médiaterro padrao (médiatSEM). O teste de Dunnett
foi aplicado para comparar o sémen fresco com os demais tratamentos. Posteriormente, foi
realizada ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey para avaliar as diferencas entre os
tratamentos (descongelados). Foi utilizado o software Statistical Analysis Software, versao
8.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), considerando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O sémen fresco dos animais, conforme mostrado na Tab. 01, apresentou parametros
cinéticos com valores dentro da normalidade para a espécie (Castelo et al., 2010).

Conforme esperado, verificou-se que a descongelagao provocou a redugao de alguns
dos parametros cinéticos (Tab. 01) quando comparados ao s€émen fresco (p<0,05), exceto a
VCL, ALH, STR e subpopulagdo espermatica média e lenta (p>0,05). Os parametros cinéticos
obtidos pelo sistema CASA s3o importantes para predizer a fertilidade de machos,
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destacando-se a motilidade total e a motilidade progressiva, as quais nao sofreram influéncia
da acdo dos antimicrobianos no presente estudo (Tab. 01). Resultados semelhantes também
foram verificados em bufalos (ANDRABI et al., 2016).

Tabela 01: Padroes cinéticos (média£EP) da motilidade de espermatozoides criopreservados
em Tris-gema-glicerol adicionado ou nao (Controle) dos antibidticos gentamicina ou
penicilina/estreptomicina (P+E) em catetos (n=10).

Sémen Sémen Descongelado
Fresco
Parametros Controle | Gentamicin P+E
a
Motilidade total (%) 95,3+0,84 34,143,788 37,246,188 32,644,088
Motilidade Progressiva (%) 72,143,540 | 20,242,480 23,244,650 | 20,042,885
Veloc. média da trajetéria (mm/s) 69,2+4,84 46,1+2,78 47,7+2,8B2 45,8+2 58
Veloc. linear progressiva (mm/s) 56,8+4,4* 35,7+3,1% 36,043,452 33,243,082
Veloc. curvilinea (mm/s 119,4+8,04 100,6+5,54 100,2+4,442 99,7+5,01
Amplitude lateral da cabe¢a (mm) 5,3+0,34 5,440,242 5,620,142 5,7£0,2%
Frequéncia de batimento cruzado 37,2+0,64 35,6+0,94 34,1+0,582 31,7+1,08b
(Hz)
indice de progressio (%) 77,5+2,04 72,742,448 70,943,544 69,042,244
Indice de linearidade (%) 47,0+2,44 34,441,588 34,842,382 33,3+1,58
Subpopulac¢odes espermaticas
Rapido (%) 81,043,60 | 23,5+3,0 27,7+4,9% | 23,443,050
Médio (%) 14,443,0° 10,6:£1,842 9,441,442 9,1+1,6%
Lento (%) 2,0+0,24 2,740,748 2,6+0,4%8 2,4+0,642
Estatico (%) 3,0+0,6% 63,1+4,282 60,346,482 65,044,182

AB] etras maitsculas sobrescritos indicam diferenga significativa entre os grupos frescos e descongelados
(p<0,05); #Letras minusculas sobrescritos indicam diferenga significativa entre os grupos experimentais
(p<0,05).

Apenas sobre a BCF, observou-se um efeito negativo da adicdo de
penicilina/estreptomicina em relagdo ao grupo controle sem antimicrobianos (p<0,05).
Segundo Gil et al. (2009), a BCF, em associagdo com ALH e VCL sdo considerados
parametros indicadores do vigor espermatico, sendo importantes para a fertilidade.

Neste caso, a gentamicina, por ser um aminoglicosideo de amplo espectro de acao,
atua sobre bactérias gram-negativas, especificamente sobre sua sintese proteica. Desta forma,
seu mecanismo de acdo se dd em virtude de erros causados ao RNA mensageiro, o qual
contribui para a morte celular (Tortora et al., 2017), sem causar danos aos espermatozoides.

CONCLUSOES

Neste sentido, sugere-se a utilizagdo da gentamicina (70pug/mL) como
antimicrobiano a ser adicionado ao diluente Tris-gema-glicerol para a criopreservagdo do
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sémen de catetos, no intuito de se obter uma maior eficiéncia na conservagdo de todos os
parametros cinéticos espermaticos.
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