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RESUMO

A caprinocultura tem um importante papel sécio econdmico na regido Nordeste do
Brasil, haja vista quase a totalidade do rebanho caprino esta situado nessa regiao.
Essa atividade contribui com a geracéo de renda e fonte de proteina acessivel para a
agricultura de subsisténcia. Diante da relevancia dessa atividade, objetivou-se avaliar
o efeito da bromelina sobre a qualidade espermética, pds-descongelacdo, em
caprinos. Para tanto foram utilizados cinco caprinos da raca Anglo Nubiana, em idade
reprodutiva e clinicamente saudaveis. A colheita do sémen foi realizada com o auxilio
de uma vagina artificial especifica para pequenos ruminantes, pré-aguecida a uma
temperatura de 39°C, acoplada a um tubo coletor graduado. ApGs colheita 0 sémen
foi depositado em banho-maria a temperatura de 37°C. Imediatamente procedeu-se
as andlises espermaticas. Seguidamente a analise da concentracdo espermatica, o
volume total do pool foi dividido em cinco grupos. Um pertencente ao grupo controle,
que foi composto de (ACP-101/102®) e os outros gquatro 0s grupos tratamentos com
ACP-101/102® acrescidos com bromelina nas concentracées de 5%; 10%; 15% e
20%. As amostras foram criopreservadas com auxilio do aparelho Tk3000® (TK
Tecnologia em Congelacdo LTDA, Uberaba, Brasil), seguindo-se as instrucdes do
fabricante. Posteriormente, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido (-
196°C) e armazenadas em botijdes criogénicos. Apdés o periodo minimo de uma
semana as amostras foram descongeladas e avaliadas por meio do sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis). Posteriormente foram realizados testes de
termo resisténcia, sondas fluorescente para avaliacao da integridade de membrana e
acrossomo, teste cometa para avaliacéo da integridade do DNA espermatico e teste
de analise ultraestrutural dos espermatozoides por meio de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET). ApoOs a descongelagdo, a motilidade espermética total avaliada
pelo sistema CASA foi mais bem preservada no grupo controle e no grupo
experimental, utilizando a concentracdo de 5% em comparacdo ao uso da maior
concentracéo (20%). A velocidade curvilinea (VCL) e velocidade média da trajetoria
(VAP) dos espermatozoides foram maiores no grupo controle em comparagao aos
demais. Entre os grupos utilizando bromelina, menores velocidades foram verificadas
nos espermatozoides do grupo utilizando 20% desde componente. Em relacdo a

integridade do DNA as respectivas concentragdes de bromelina (5%; 10%; 15% e



20%) ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, dessa
forma fica visivel que a bromelina ndo apresenta genotoxidade aos espermatozoides
caprinos. A analise ultraestrutural revelou que o grupo contendo 5% de Bromelina
demonstrou preservacao intermediaria apresentando células bem preservadas a nivel
de peca intermediaria e cauda e no grupo contendo 10% foi observado baixa
preservacao celular, demonstrando que a bromelina nessa concentracéo pode levar
efeitos nocivos aos espermatozoides. Portanto, o uso da Bromelina adicionada ao
diluidor/crioprotetor de sémen caprino mostrou-se satisfatério nos parametros
seminais pos descongelacdo. No entanto, mais estudos sdo necessarios a fim de
aperfeicoar e validar o uso da bromelina em tecnologias reprodutivas como a

criopreservacgao seminal.

Palavras-chave: Caprino. Extrato de bromelina. Criopreservacdo. Sémen.



ABSTRACT

Goat farming has an important socio-economic role in the Northeast region of Brazil,
as almost all of the goat herd is located in this region. This activity contributes to income
generation and a source of affordable protein for subsistence agriculture. Given the
relevance of this activity, the objective was to evaluate the effect of bromelain on sperm
quality, post-thawing, in goats. For this purpose, five Anglo Nubian goats of
reproductive age and clinically healthy were used. Semen collection was performed
with the aid of an artificial vagina specific for small ruminants, pre-heated to a
temperature of 39°C, coupled to a graduated collection tube. After collection, the
semen was placed in a water bath at a temperature of 37°C. Immediately, sperm
analysis was performed. Following the analysis of sperm concentration, the total pool
volume was divided into five groups. One belonging to the control group, which was
composed of (ACP-101/102®) and the other four groups, treatments with ACP-
101/102® added with bromelain at 5% concentrations; 10%; 15% and 20%. The
samples were cryopreserved using the Tk3000® device (TK Tecnologia em
Congelacdo LTDA, Uberaba, Brazil), following the manufacturer's instructions. Later,
the straws were immersed in liquid nitrogen (-196°C) and stored in cryogenic cylinders.
After a minimum period of one week, the samples were thawed and evaluated using
the CASA system (Computer Assisted Sperm Analysis). Subsequently,
thermoresistance tests, fluorescent probes to assess membrane and acrosome
integrity, comet test to assess sperm DNA integrity and ultrastructural analysis of
sperm using transmission electron microscopy were performed. After thawing, total
sperm motility assessed by the CASA system was better preserved in the control group
and in the experimental group using the 5% concentration compared to using the
highest concentration (20%). The curvilinear velocity and mean trajectory velocity of
sperm were higher in the control group compared to the others. Among the groups
using bromelain, lower velocities were verified in the sperm of the group using 20% of
this component. Regarding DNA integrity, the respective concentrations of bromelain
(5%, 10%, 15% and 20%) did not show significant difference compared to the control
group, thus it is visible that bromelain does not present genotoxicity to goat sperm. The
ultrastructural analysis revealed that the group containing 5% of Bromelain showed
intermediate preservation, presenting well-preserved cells at the level of the

intermediate piece and tail, and in the group containing 10%, low cell preservation was



observed, demonstrating that bromelain in this concentration can have harmful effects
on sperm. Therefore, the use of Bromelain added to the goat semen
extender/cryoprotector proved to be satisfactory in the seminal parameters after
thawing. However, more studies are needed in order to improve and validate the use

of bromelain in reproductive technologies such as seminal cryopreservation.

Keywords: Goat. Bromelain extract. Cryopreservation. Semen.
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1 INTRODUCAO

O rebanho nacional de caprinos, no ano de 2020, alcancou 11,3 milhdes
de cabecas, sendo 10,7 milhdes de cabecas oriundas da Regido Nordeste do Brasil.
Dessa forma, apresentando uma participagao nacional de 94,6% (IBGE, 2020). Esses
dados demostram a importancia socioecondmica da caprinocultura nessa regiao,
como, por exemplo, na geracdo de renda e fonte proteica de baixo custo para as
familias que praticam a agricultura de subsisténcia (SILVA, 2016).

As biotécnicas aplicadas a reproducdo animal como a inseminacao
artificial, transferéncia de embrides, produgédo in vitro de embrides, inducdo e
sincronizacdo de estro e criopreservacdo de gametas, tém sido cada vez mais
requeridas e aplicadas na pratica zootécnica quanto ao manejo reprodutivo da espécie
caprina. No entanto, algumas biotécnicas ainda ndo alcancaram o seu total
aperfeicoamento técnico dentro da reproducdo caprina, como a criopreservacao de
sémen. Os grandes entraves encontrados referem-se ao menor potencial fecundante
do sémen apos a descongelacdo, maiores custos com materiais, inseminacdo no
momento mais préximo da ovulacdo e técnicas utilizadas durante inseminacao
artificial (MILLER, 2008).

E nesse contexto que ressalta-se a importancia do desenvolvimento de
botécnicas mais bem elaboradas e adequadas para preservacdo e armazenamento
do sémen caprino, uma vez que possibilitarad o melhor aproveitamento de animais com
alto valor zootécnico, diminuindo os gastos e riscos com transporte de animais e
permitindo a conservacdo de material genético por tempo indeterminado
(NASCIMENTO et al., 2015).

As células espermaticas possuem a capacidade inerente de produzir
espécies reativas ao oxigénio (EROS), as quais s&o responsaveis por alteracdes
esperméticas indispensaveis ao processo de fertilizacdo. No entanto, a producéo
excessiva de EROS determina o estresse oxidativo que prejudica a sobrevivéncia e a
manutencdo da capacidade fertilizante desses gametas. E alguns procedimentos
realizados em laboratorio para a congelacdo de sémen, podem aumentar a producao
de EROS (SILVA et al., 2008).

Nesse sentido, ha um numero crescente de estudos focados na
criopreservacdo de sémen dos animais domésticos, a fim de desenvolver meios

diluentes acrescidos de substancias capazes de manter a motilidade espermatica e o
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poder fecundante dessas células, bem como, a reducéo dos danos oxidativos gerados
pelas espécies reativas de oxigénio (EROS) (TONIOLLI et al., 2014). E dentre as
substancias acrescidas aos meios diluentes destacam-se a 4gua de coco em po
(ACP), leite desnatado, TRIS gema, calcio e entre outros (SALGUEIRO; NUNES,
2012).

Além disso, ainda existe muito a ser explorado nas pesquisas, sobretudo,
visando a elaboracdo de meios diluentes a base de substratos de origem vegetal,
como, por exemplo, o extrato de bromelina, que sergundo MIRANDA (2014) é um
complexo enzimatico constituido, principalmente, por proteases e obtido a partir dos
tecidos vegetais de abacaxizeiro, bem como de outros representantes da familia
Bromelidcea. Tem seu aproveitamento ligado a inUmeras aplicagfes, especialmente
terapéuticas, que sao atribuidas tanto a sua atividade proteolitica, como a de outros
componentes do extrato.

Sua gama de aplica¢des abrange a industria de alimentos, no amaciamento
de carne, clarificacdo de bebidas, producdo de hidrolisados de proteina, industria
téxtil, couro, cosméticos e, especialmente, a industria farmacéutica, tendo inUmeras
atividades terapéuticas relatadas (BALA et al., 2012).

Suas acles bioldgicas descritas sdo: fibrinolitica, anti-inflamatéria,
antioxidante, anticoagulante, imunomoduladora, desbridante de ferimentos e
queimaduras, antiedematosa, antineoplasica, bem como aumento da absor¢cédo de
antibioticos, dentre outros (MOURA, 2010).

Visando reduzir a deplecédo das células espermaticas durante o processo
de congelacdo/descongelacéo, objetivou-se, por meio desta pesquisa, avaliar o efeito
de um substrato de origem vegetal ainda néo utilizado em pesquisas, o0 extrato de

bromelina, sobre a qualidade esperméatica do sémen caprino pés descongelagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura

O Brasil possui um nimero expressivo de caprinos com aproximadamente
10,7 milhdes de animais, onde a Regido Nordeste vem se destacando a cada dia na
criagdo de caprinos, representando 93,9% deste total. Neste contexto, os estados da
Bahia, Pernambuco e Piaui se destacam por liderarem o ranking apresentando 79,6%,
do efetivo nacional (IBGE, 2019).

A caprinocultura e ovinocultura séo atividades produtivas realizadas em
grande parte do Brasil, destacando as regibes Sul e Nordeste, locais onde se
concentram o maior numero desses animais. Vale ressaltar que a caprinocultura esta
aumentando na demanda nacional e mundial e tem ganhado destague no agronegaocio
brasileiro (FAO, 2016). Esse desenvolvimento se da devido ao aumento da apreciacdo
dos produtos oriundos da cultura e, para regibes de clima semiarido, por esses
animais serem considerados mais rusticos e possuirem uma maior adaptacdo ao
clima (SOUSA et al., 2017).

Além disso, a caprinocultura tem sido uma atividade bastante difundida,
pois 0 mercado dos produtos oriundos da criagdo de caprinos é crescente em todo
pais, (SILVA; FAVARIN, 2020). Outro fator que influencia o desenvolvimento da
caprinocultura no Nordeste é o clima predominante na regido, possibilitando a
presenca de vegetais arbustivos, de galhos retorcidos e raizes profundas, adaptados
a capacidade de retencao da agua disponivel e a perda das pequenas folhas, fazendo
com gque as plantas conservem energia e evitem a perda da &gua por
evapotranspiragao (SAMPAIO, 2010).

Dessa forma, com o crescimento apresentado pelo setor da caprinocultura,
a implementacéo de biotecnologias da reproducéo vem crescendo nos ultimos anos,
a fim de obter melhoramento genético do rebanho nacional, além de melhorar e

otimizar a eficiéncia reprodutiva desses animais (PEREIRA et al., 2017).
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2.2 Exame Androldgico em caprinos

O exame androlégico se baseia na avaliagdo da saude geral, saude
genética, e saude do sistema genital, ou seja, na avaliagdo da potentia coeundi e
poténcia generandi (CBRA, 2013). A avaliacdo andrologica, inicia-se com a
identificacdo do paciente e proprietério, passando para anamnese, exame fisico,
avaliagdo do comportamento sexual, espermograma, exames complementares, e
finalizando com diagndstico e emissao do laudo (CBRA, 2013).

Durante a avaliacdo de um reprodutor, € necessario e indispensavel fazer
a anamnese ou histéria clinica do animal, ou seja, analisar o regime de atividade
sexual do animal: monta natural ou doador de sémen; frequéncia de ejaculacao;
namero de coberturas; indice de retorno ao cio; condicdes de manejo e alimentacéo;
situacdo sanitaria e reprodutiva do rebanho (SALMAZZO; FRRARI, 2019).

Para a avaliacdo dos 6rgdos do sistema genital, utiliza-se observacao,
inspecao e palpacgdo, podendo ser complementada com auxilio da ultrassonografia.
Devem-se analisar, nesta fase do exame, presenca e posi¢cao dos érgaos, bem como
dimensao, consisténcia, simetria e mobilidade (RIBEIRO, 2018).

O Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (CBRA, 2013), determinou um
roteiro base: a identificacdo detalhada do animal, do proprietario e da propriedade;
exame clinico do animal composto de anamnese, exame geral e do sistema genital
(interno e externo), comportamento (libido); espermograma (método de colheita,
caracteristicas fisicas e morfol6gicas do sémen), diagnéstico e/ou concluséao.

A avaliacdo androlégica € uma etapa essencial no processo de
criopreservacdo do sémen, visto que a amostra seminal precisa ser avaliada
previamente a congelacdo. E essencial que a utilizacio de excelentes amostras de
sémen, uma vez que a congelacdo pode gerar crioinjurias as células espermaticas
(SANTOS et al., 2016). Vale ressaltar que todo reprodutor submetido a uma avaliacao
androldgica, com vistas ao seu aproveitamento, deve ser classificado em apto,

guestionavel ou inapto (CBRA, 2013).
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2.3 Diluidores utilizados na criopreservacao seminal

Na tecnologia de conservacdo de gametas a elaboracao e uso de diluidores
é fundamental para o sucesso da criopreservacdo. Os diluidores tém por finalidade
nutrir e proteger os espermatozoides contra os efeitos da baixa temperatura de
conservacao (PINTO, 2015). Nas ultimas duas décadas, varios protocolos e diluidores
para criopreservacdo foram desenvolvidos pela incorporacdo de diferentes
crioprotetores e constituintes, mostrando bons resultados (GIL et al., 2013; SEIFI-
JAMADI et al., 2016).

Os diluidores/crioprotetores utilizados na congelacédo de sémen das mais
variadas espécies tém a funcdo de evitar a formacao de cristais de gelo no espaco
intracelular, reduzir o estresse osmaotico por meio da reposicdo de agua necessaria
para manutenc¢do do volume celular, interagir com ions e macromoléculas, reduzir o
ponto de congelacdo da agua, assim como servir de tampao para ajustes de possiveis
alteracdes do potencial de hidrogénio - pH (ASMA UL HUSNA et al., 2017).

Na atualidade os diluidores oferecem boa protecdo a integridade
espermatica, entretanto, € possivel inferir que a baixa fertilidade do sémen congelado
de caprinos esté relacionada, fundamentalmente com a composi¢do dos diluidores,
gue pode favorecer modificacdes na distribuicdo e caracteristicas dos componentes
de membrana que cobrem os espermatozoides, resultando na sua desestabilizacao.
Esta desestabilizacdo esta correlacionada ao aumento de fluidez da bicamada lipidica
da membrana o que a torna mais permeavel, favorecendo a entrada de célcio livre no
interior da célula, o qual por sua vez estimula o processo de capacitacdo (SILVA,
2007).

Dessa forma, nos dultimos anos, tem-se observado um amplo
desenvolvimento de substancias adicionadas ao diluente no processo de
criopreservacdo de sémen em animais domésticos (SOUSA et al., 2014). Nesse
contexto, diluidores alternativos a base de substratos de origem vegetal possibilitam
um maior controle sanitario do produto, especialmente quando se pretende introduzir
o0 material biolégico em diferentes rebanhos dentro do Pais ou exporta-lo
(BITTENCOURT et al., 2013).
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2.4 Bromelina

Bromelina € o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nas plantas da familia da Bromeliaceae, da qual o abacaxi (Ananas
comosus var. comosus) € o mais conhecido (NADIZARAH et al., 2013; TAP et al.,
2016).

O fruto do abacaxi é normalmente utilizado como alimento, os caules s&o
considerados residuos sendo, assim, uma boa fonte de obtencé@o de bromelina. Além
disso, diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a
obtencdo da bromelina, tais como: folhas, talos, polpa da fruta, cascas e residuos
industriais do processamento do fruto (NADIZARAH, 2013; RAMLI et al., 2017). A
bromelina comercial € um produto de alto valor agregado. Isso se deve ao alto custo
dos processos atualmente disponiveis para sua purificacao e obtencédo, de modo que
estudos ja foram realizados a fim de desenvolver novas metologias de purificacéo de
bromelina a partir de residuos de abacaxizeiro (BALA et al., 2012; COSTA, 2014).

Seu destaque vai além de sua ampla aplicacdo e interesse industrial, pois
pode ser obtida a partir de residuos agricolas e agroindustriais do abacaxizeiro o que
reforca a mentalidade sustentavel (BERTEVELLO, 2001; MAURER, 2001; MYNOTT,
1997; NADIZARAH et al., 2013).

A enzima é composta por muitos aminoacidos. Além disso, é uma
glicoproteina que tem um oligossacarideo por molécula, o qual encontra-se
covalentemente ligado a uma cadeia polipeptidica. Apresenta como principal residuo
aminoterminal a valina, e como residuo carboxiterminal a glicina (COSTA, 2014).

Nesse sentido, a adicdo de substancias aos crioprotetores, como, por
exemplo, aminoacidos, ao meio de congelacdo, pode melhorar ndo somente a
qualidade seminal pO0s descongelamento, mas também a capacidade fertilizante
desses espermatozoides (NOGUEIRA, 2017).

2.5 Agua de coco em p6 (ACP)
A composicdo basica da agua de coco é de 93% de agua, 4% de

carboidratos, 0,1% de gorduras, 0,02% de célcio, 0,01% de fésforo, 0,5% de ferro,

além de aminoéacidos, vitamina C e vitaminas do complexo B (ARAGAQ, 2000). Os
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cations predominantes sao potassio, calcio e magnésio. Sédio, cloro e fosfato sao
encontrados em menores concentracdes (LIMA et al., 2015).

Em consequéncia das varia¢des fisico-quimica da agua de coco in natura
e disponibilidade de frutos em estagios ideias, elaborou-se um meio de conservacao
a base de agua de coco em p6 (ACP®, ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceara, Brasil),
caracterizado pela padronizacéo e estabilizacdo da agua de coco por meio de um
processo de desidratacdo e subsequente formulacdo de meios de conservagao
especificos para células e tecidos (SALGUEIRO et al., 2002), privilegiando e
mantendo os mesmos constituintes bioquimicos da agua de coco in natura, tendo
ainda a vantagem de ser facilmente estocado, transportado e preparado (VIVEIROS
et al., 2010). Dessa forma, uma vez processada, ndo modifica sua composi¢ao até
sua utilizacdo, garantindo um padrao confiavel (PINTO et al., 2015).

Devido a suas caracteristicas que a classificam como um bom diluente de
sémen, a agua de coco teve efeito benéfico em estudos realizados em varias espécies
como: suina (AIRES; TONIOLLI, 2005), bovina (ALBERTI, 2004), bubalina
(ZORZETTO et al., 2017), caprina (AZEVEDO; TONIOLLI, 1999; NUNES;
SALGUEIRO, 1999), ovina (BRAZ et al., 2003), felina (SILVA et al., 2007), canina
(CARDOSO et al., 2005), primata (ARAUJO et al., 2007) e humanos (NUNES, 1998).

2.6 Criopreservacgao de sémen

A criopreservacdo de sémen é uma técnica valiosa para producdo de
caprinos, ja que permite coletar e armazenar sémen fora da época de reproducéo,
para uso posterior, aumentando o nimero de fémeas que poderdo ser inseminadas
com o sémen de um determinado reprodutor. Além disso, 0 sémen criopreservado
pode ser transportado para areas distantes e pode ser utilizado para formacao de
bancos de germoplasma, principalmente quando trata-se de um reprodutor de alto
mérito zootécnico, mas que apresenta limitacdes fisicas, as quais o impede de realizar
a monta natural, ou até mesmo que ja morreu. Dessa forma, o sémen criopreservado
pode economicamente impactar na producao pecuaria comercial de varias espécies
(KONYALI et al., 2013).

A resposta dos espermatozoides a criopreservacao varia entre machos da
mesma espécie, bem como em diferentes espécies. Em geral, os espermatozoides de

pequenos ruminantes S8o extremamente sensiveis a criopreservacao quando
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comparado a outras espécies de animais domeésticos. Sendo a criopreservacao de
sémen de caprinos ainda € muito desafiadora (PURDY, 2006).

A criopreservacdo de sémen proporciona uma serie de vantagens, dentre
elas € possivel citar o armazenamento do material genético por tempo indeterminado,
reducdo de custos com aquisicdo e transporte de reprodutores e a diminuicdo da
propagacdo de doencas sexualmente transmissiveis entre rebanhos. No entanto, o
processo de congelacdo e descongelagdo resulta na perda de consideravel nimero
de espermatozoides, o que pode comprometer o objetivo final, que é a fecundacao do
oocito (LEITE et al., 2011).

A criopreservacao auxilia na manutencao da viabilidade seminal para que
0 sémen possa ser armazenado pelo tempo necesséario (GARCIA et al., 2010), pode
auxiliar na diminuicdo do transporte de machos para um programa de melhoramento
genético, além de garantir o intercambio internacional de material genético (KAEOKET
et al., 2012).

Os principais fatores que podem influenciar na sobrevivéncia espermatica
apos a criopreservacdao sao: propriedades osmoticas dos gametas, taxas de
resfriamento e aquecimento e formacao de cristais de gelo intracelular (STANESCU;
BIRTOIU, 2012). No entanto, outro fator de grande importancia é o diluidor e seus
componentes que podera auxiliar na reducédo de cristais de gelo (SANTOS et al.,
2016).

2.7 Principais crioinjurias as células espermaticas

A criopreservacao de espermatozoides € um processo complexo, uma vez
que inclui muitos estagios e fatores criticos que podem afetar os parametros pos-
descongelacédo (TULI et al., 1991). Processos de criopreservacao e descongelamento
induzem ao estresse oxidativo na membrana espermatica, causando danos
irreversiveis ao espermatozoide, e mudancas na sua fluidez, estrutura e atividade
enzimatica (NAJAFI et al., 2014).

As células esperméticas normalmente sofrem lesGes durante a
criopreservacdo devido as ocorréncias das micelas invertidas na membrana
plasmética e intensificacdo do estresse oxidativo celular, afetando negativamente o
metabolismo energético, motilidade e mobilidade, morfologia e integridade do DNA

dos espermatozoides (SILVA, 2013). Os danos causados aos espermatozoides pela
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criopreservacao sao irreversiveis e consequentemente reduzem a fertilidade da célula
guando comparado ao sémen in natura ou refrigerado (MORAES et al., 2015).

Um cuidado consideravel deve ser exercido durante a criopreservagado do
sémen, para evitar lesionar o espermatozoide durante esse processo (JAFAROGHLI
et al.,, 2011). A membrana plasmatica do espermatozoide € fortemente afetada por
varios processos bioquimicos e danos anatdbmicos no procedimento de
criopreservacdo (EMAMVERDI et al., 2013). Durante o resfriamento, os fosfolipidios
ligados a membrana se reorientam o0 que pode levar a ruptura da membrana
espermatica e a deterioracéo de suas funcdes (AMANN; GRAHAM, 1993; LESSARD
et al., 2000).

O estudo sobre as modificagbes ocorridas no espermatozoide e em suas
membranas durante a reducédo da temperatura elucida possiveis lesdes e diminuicdo
da capacidade fertilizante deste gameta masculino e possibilita a elaboracdo de
estratégias para reduzir tais injarias, como a selecdo e/ou associacdo de
crioprotetores mais eficazes para determinada espécie, assim como a adicdo de
componentes que podem oferecer substratos ou remover os causadores de lesdes

celulares, como as espécies reativas ao oxigénio (SILVA; GUERRA, 2011).

2.8 Andlises seminais

Apbs o processo de congelagdo/descongelacao, as analises seminais sao
indispensaveis para a confirmacéo da viabilidade das células espermaticas apés
esses procedimentos. Essas analises podem ser realizadas em laboratério — in vitro
ou in vivo, a partir da realizagéo de inseminacgoes artificiais, visam estimar o potencial
de fertiidade do macho, através de avaliagbes que atestem a funcionalidade,
integridade e viabilidade esperméatica (KUCUK et al., 2014).

2.8.1 Andlise espermatica auxiliada por computador — CASA

Até recentemente, a avaliacdo do sémen caprino era rotineiramente
realizada por meio de técnicas de microscopia de luz convencional. No entanto, as
limitacdes destes métodos incluem subjetividade, variabilidade e pobre correlacdo

com o potencial fertilizante. Nos ultimos anos, novas técnicas de avaliacao in vitro tém
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sido utilizadas para avaliacdo do sémen caprino, permitindo o conhecimento mais
detalhado de varias caracteristicas espermaticas (BATISTA; GUERRA, 2010).

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) € um sistema automatico
(hardware e software) utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens
sucessivas, fornecendo informacdes acuradas, precisas e significativas do movimento
individual de cada célula bem como de subpopulacdes de células espermaticas
(AMANN; KATZ, 2004). Para reduzir a subjetividade, sistemas automéaticos para
analise computadorizada de sémen (CASA) vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de fornecer dados acurados da motilidade de cada espermatozoide e resumo
estatistico das subpopulaces (VERSTEGEN et al., 2002)

A criagdo do sistema CASA possibilitou adquirir informacdes concisas
sobre as caracteristicas cinéticas das células espermaticas do ejaculado (AMANN;
WABERSKI, 2014). A avaliacdo da cinética espermatica realizada através do CASA
tem permitido maior objetividade e precisdo nas avaliacbes, desta forma é
caracterizada como importante analise na determinagdo da qualidade seminal,
realizando avaliacbes mudltiplas e repetidas, e seus efeitos estdo relacionados a
fertilidade espermatica (GUARDIEIRO, 2013). Estes sistemas oferecem informacdes
sobre a cinética espermatica, com a utilizacdo de campos de video contendo imagens
de espermatozoides eletronicamente digitalizados, bem como a determinacdo da
posicdo central de cada cabeca espermatica. Os parametros fornecidos por este
equipamento sdo: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), linearidade
(LIN), retilinearidade (STR) e indice de oscilacdo ou wobble (WOB), expressos em
percentual; velocidade curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade
meédia do percurso (VAP), expressos em pm/s; frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF), expresso em Hertz e amplitude do deslocamento lateral da cabeca do
espermatozoide (ALH), expresso em micrébmetros (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN
et al., 2002).

2.8.2 Analise espermatica por sondas fluorescentes

Sondas fluorescentes que apresentam afinidade pelo DNA tém sido
atualmente utilizadas para a avaliagdo da integridade da membrana plasmética das
células espermaticas (SILVA; GADELLA, 2006).
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Dentre as sondas fluorescentes que podem avaliar a integridade da
membrana, destacam-se o0 iodeto de Propideo (IP) e o Diacetato de
carboxifluoresceina (DFDA) (JUNIOR, 2011). O DFDA € uma solu¢cdo nao
fluorescente que penetra o0 ambiente celular e é, rapidamente, convertida em
carboxifluorosceina pelas esterases intracelulares. A carboxifluoresceina € uma
solucéo altamente fluorescente ndo permeéavel que € mantida no meio intracelular na
presenca de uma membrana plasmatica intacta, apresentando a coloragéo verde. Por
outro lado, o IP tem a capacidade de corar o DNA de células que estdo mortas ou tém
sua membrana danificada, produzindo uma coloracéo vermelho fluorescente quando
excitada (PENA et al., 1998).

2.8.3 Andlise pelo teste cometa

O ensaio Cometa consiste basicamente na fixacdo das células
espermaticas em gel de agarose e na submisséo dessas células a solucdes de lise,
cujo objetivo é levar ao rompimento das membranas plasméatica e nuclear e a
exposicdo do DNA. As laminas com os espermatozoides fixados e com o DNA
disperso sdo colocadas em camaras de eletroforese e submetidas a cargas. O DNA
irA correr em direcdo a um dos polos e formar4d uma cauda. Quanto mais DNA
fragmentado, maior ser4 a cauda formada, o que lembra um cometa e d4 o home a
técnica (DONNELLY et al., 2000).

Uma variedade de métodos foi desenvolvida para a detec¢do de danos em
fita de DNA, como os micronucleos e ensaios de troca de cromatides-irma. Um método
mais recente, chamado de eletroforese em gel de célula Unica ou ensaio cometa,
detecta quebras de filamentos de DNA e sitios alcali-labeis através da mensuracéo da
migracao do DNA a partir do DNA nuclear imobilizado (LEE; STEINERT, 2003).

As vantagens do ensaio cometa para avaliar os danos na molécula de DNA
incluem: mensuragdo de danos ao DNA em células individuais; apenas um nimero
pequeno de células é necessario para a realizacdo do ensaio (<10.000); pode ser
realizado em praticamente todo tipo de célula eucaribtica, pois € um método muito
sensivel para a deteccdo de danos ao DNA (LEE e STEINERT, 2003).
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2.8.4 Analise ultraestrutural de células espermaticas por microscopia eletrénica

A microscopia eletrdnica de espermatozoides € uma ferramenta
complementar da analise seminal (PARIZ et al., 2014). Essa andlise tem sido
intensivamente estudada ao longo de muitos anos, especialmente por microscopia
eletrbnica de transmissdo (ELLIS et al., 2002; JOSHI et al., 2001). As imagens
fornecidas possuem um carater virtual, pois 0 que € visto no monitor do aparelho € a
transcodificacdo da energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiacao de luz
natural. Os elétrons secundéarios fornecem imagem de topografia da superficie da
amostra e sdo os responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolucéo, ja os
retros espalhados fornecem imagem caracteristica de variagdo de composicao
(CABRAL, 2017).

Somente a microscopia eletrénica é capaz de analisar anormalidades ndo
detectaveis pela microscopia Optica, como defeitos da compactacdo da cromatina,
morfologia do acrossoma, estruturas mitocondriais e dos axonemas, frequentemente
associadas com teratozoospermia, astenozoospermia e infertilidade idiopatica (PARIZ
et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do extrato de bromelina sobre a qualidade espermatica do

sémen caprino pés-descongelacéo.

3.2 Especificos

a) Desenvolver um diluidor/crioprotetor seminal a base de bromelina
associada a Agua de coco em p6 (ACP®) para criopreservacdo de sémen
caprino;

b) Identificar o efeito da bromelina sobre os parametros seminais no sémen
fresco e pds descongelacao;

c) Avaliar por meio de analise computadorizada (CASA) os parametros
seminais pos descongelacao;

d) Avaliar a viabilidade espermatica (integridade de membrana plasmaética,
membrana acrossomal e atividade mitocondrial) por meio de sondas
fluorescentes;

e) Avaliar o efeito da adicdo de bromelina sobre a integridade do DNA
espermatico pds descongelacéo por meio do teste cometa;

f) Verificar o efeito da adicdo da bromelina ao meio diluente sobre a
avaliacdo ultra estrutural das células esperméticas, ressaltando - a
integridade  morfolégica das membranas e organelas dos
espermatozoides no momento poés descongelacdo por meio de

microscopia eletronica de transmisséo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etica em experimentac&o animal

Este estudo foi realizado em conformidade com o projeto aprovado na
Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do
Piaui, com o numero de protocolo n° 0206/2018. Para fins de pesquisa cientifica
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nimero 11.794 de 08 de outubro de
2008, Decreto numero 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pela
Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA).

4.2 Local de realizacdo do estudo

O experimento foi realizado no setor de Reprodugdo Animal do Hospital
Veterinario Universitario, Centro de Ciéncias Agréarias (CCA) da Universidade Federal
do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela, cidade de Teresina, Estado do Piaui,
Brasil, situada a 5°03’23.1” de latitude Sul e 42°47°27.9” de longitude Oeste, com
altitude média de 72,7 metros, sendo realizados nesse setor as andlises subjetivas do
sémen (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia, espermatica e concentracao
espermatica).

A analise computadorizada do sémen por meio do sistema CASA foi
realizada no Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino (LTSCO), inserido
no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceara
(UECE), Fortaleza, Brasil, com latitude de 3°43’47” sul e longitude de 38°30’37” oeste
e altitude de 16 metros acima do nivel do mar (IBGE/IPECE, 2019).

O teste cometa para avaliacdo da integridade do DNA espermatico foi
realizado no Laboratério de Biologia Molecular e de Estudos de Injurias Bioldgicas —
LABMINBIO no Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade — NPBio, da
Universidade Estadual do Piaui (UESPI), localizado no municipio de Teresina.

A andlise espermatica por microscopia eletrénica de transmisséo foi

realizada no Instituto de Biociéncias da Universidade de Brasilia (UnB - DF).
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4.3 Animais e desenho experimental

Foram utilizados cinco caprinos adultos da raga Anglo Nubiana (P.O),
oriundos de uma fazenda localizada no municipio de Campo Maior — PI, situada as
coordenadas geograficas 4°51°35,75”S e 42°12'47,18”W. Todos em idade média
reprodutivas (5 anos), clinicamente saudaveis e com escore de condi¢ao corporal de
3,5, numa escala de (0-5).

Antes do inicio do experimento os bodes foram submetidos ao exame
clinico/reprodutivo de modo a verificar a higidez geral, bem como dos 6érgédos
reprodutivos, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal
(CBRA, 2013; MORANI et al., 2018). Os bodes foram manejados de forma intensiva,
em baia coletiva, e a fémea em baia individual, todos com fornecimento diario de
capim elefante (Penissetum purpureum) picado (volumoso), concentrado proteico
comercial contendo 16% PB (400g/animal/dia), sal mineral especifico para caprinos e
agua ad libitum.

A colheita do sémen foi realizada com o auxilio de uma vagina artificial
especifica para pequenos ruminantes, pré-aquecida a uma temperatura média de
39°C e acoplada a um tubo coletor graduado, e uma fémea (manequim)
estrogenizada. O sémen foi colocado em banho-maria a temperatura de 37°C e
mantido nessa temperatura durante todo o processo de andlise do sémen. Os
parametros avaliados foram relacionados ao volume (tubo graduado), aspecto, cor,
turbilhonamento (0-5), motilidade (0 a 100%), concentracdo espermatica e morfologia
espermatica.

Para avaliagdo microscopica (analise subjetiva), uma aliquota de 5uL de
sémen fresco foi colocada entre uma lamina e uma laminula, previamente aquecidas
em placa aquecedora a 37°C, para avaliagdo em microscopio optico (aumento de 100x
e 400x) da motilidade espermatica progressiva, expressa em percentagem (0 a
100%), e do vigor espermatico (0 a 5), numa escala de 0 (imobilidade) a 5 (rapida
mobilidade), de acordo com a metodologia empregada e recomendada pelo manual
do Colégio Brasileiro de Reproducédo animal - CBRA (2013).

Para o calculo da concentracdo espermética, foi utilizada camara de
Neubauer, com sémen diluido na proporcao de 5uL para 2mL (1:400) de solugao de
formol-salina tamponada (HANCOCK, 1957). Ap6s procedida a concentracéo

espermatica, por contagem em camara de Neubauer, foi calculado o nimero de doses
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(100 milhdes de espermatozoides/dose) e realizado o ajuste do volume final do
diluidor a ser adicionado.

Apés as analises foi realizado um pool dos ejaculados e logo em seguida
foi centrifugado a 2.500g, durante 10 minutos para remoc¢ao do plasma seminal e
substituicdo por igual volume de PBS.

Utilizou-se 15 pools que foram divididos em cinco aliguotas iguais em tubos
tipo falcon (15mL). Posteriormente foram definidos 0s seguintes tratamentos
experimentais:

Tabela 1 — Descricéo do grupo controle e grupos experimentais

Grupo Bromelina Bromelina Bromelina Bromelina
Controle 5% 10% 15% 20%

ACP 101c® ACP 101c® ACP 101c® ACP 101c® ACP 101c®

2,5% gema de 2,5% gema de 2,5% gema de 2,5% gemadeovo 2,5% gema de

ovo ovo ovo 7% Gilicerol ovo

7% Glicerol 7% Glicerol 7% Glicerol 40mg Gentamicina 7% Glicerol

40mg 40mg 40mg 15% Bromelina 40mg

Gentamicina Gentamicina Gentamicina (15mg/mL) Gentamicina
5% Bromelina 10% 20% Bromelina
(5mg/mL) Bromelina (20mg/mL)

(10mg/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Colheita e avaliacdo do sémen fresco

Foram realizadas 15 (quinze) colheitas seminais de cada reprodutor
caprino. O prepucio dos reprodutores foi devidamente higienizado antes das colheitas,
para a remoc¢ao de impurezas utilizando solucéo fisiologica a 0,9%. Realizaram-se as
colheitas pelo método de vagina artificial (CBRA, 2013), especifica para pequenos
ruminantes, aquecida a uma temperatura de 39°C acoplada a um tubo coletor
graduado tipo falcon. Apés cada colheita, o ejaculado foi protegido da incidéncia direta
de luz solar, transportado ao laboratério e mantido em banho-maria a temperatura de
37°C (CBRA, 2013; QIN et al., 2018).

Imediatamente foram realizadas as avaliagfes subjetivas macroscépicas
(volume, cor e aspecto). Posteriormente, procederam-se as avaliagbes dos
parametros espermaticos (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia espermatica

e concentracao espermatica).
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O turbilhonamento foi avaliado colocando-se uma gota de sémen sobre
uma lamina previamente aquecida a 37°C observando o movimento em forma de
ondas através de um microscopio 6ptico (aumento de 100x). A interpretacdo foi
expressa em uma classificacéo de zero a cinco, sendo que zero representa a auséncia
de movimento e cinco o valor maximo dado a um acentuado movimento de massa
(KLINC; RATH, 2007; CBRA, 2013; QIN et al., 2018).

Foi utilizado um microscépio 6ptico (aumento de 400x) para avaliar a
motilidade espermética (escala de 0-100%) e vigor espermético (0-5), sendo colocada
uma gota de sémen entre lamina e laminula previamente aquecidas e mantidas a
37°C. A realizacdo da andlise morfoldgica foi procedida a partir da confeccdo de
laminas com esfregaco da amostra do sémen dos bodes e posteriormente coradas
pelo método Romanowsky (Pandtico® rapido). As laminas foram analisadas em
microscopio o6ptico (aumento de 400x), e posteriormente, contados 200
espermatozoides por lamina. Para determinar a concentracdo espermatica o sémen
foi diluido em solucdo formol:salina (1:200) e a contagem realizada em camara de
Neubauer com auxilio de um microscépio (aumento de 400x) (KLINC; RATH, 2007;
CBRA, 2013; QIN et al., 2018).

4.5 Diluicado, processamento e criopreservacao seminal

A fonte da matéria prima (bromelina) foi adquirida da empresa Farmécia
Equilibrio®, onde o processo de extracdo dessa enzima foi obtido por meio do caule e
em seguida foi realizada a purificacéo e padronizacdo. O Diluidor/crioprotetor (ACP®)
foi adquirido através da empresa ACP-Biotecnologia®. O crioprotetor Glicerol foi obtido
da Sigma Aldrich Chemical Company®.

Foram adicionados dois mililitros de diluente para cada grupo experimental.
Em seguida, foram envasadas em cada grupo, oito palhetas francesas de 0,25 mL
(IMV Technologies, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) contendo 80x10°¢ espermatozoides
viaveis.

O processo de criopreservacao foi realizado utilizando um congelador
automatizado programavel TK 3000® (TK Tecnologia em Congelacéo LTDA, Uberaba,
Brasil), seguindo-se as instru¢cdes do fabricante, selecionando a curva rapida
(0,5°C/min até 5°C; 15°C/min até -20°C e 10°C/min até -120°C). Posteriormente, as
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amostras foram imersas em nitrogénio liquido (-196°C) e, armazenadas em raques
em botijdes criogénicos (SILVA et al., 2015; ARANGASAMY et al., 2018).

ApOs o periodo minimo de uma semana as amostras foram descongeladas
em banho-maria a 37°C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo

ependorf e homogeneizadas para a analise computadorizada (CASA®).

4.6 Analise espermatica auxiliada por computador (CASA) pés-descongelacéo

Apos o periodo minimo de uma semana as amostras foram descongeladas
em banho-maria a 37°C por 30 segundos, acondicionadas em microtubos tipo
eppendorf e homogeneizadas para a analise imediata (CABRERA et al.,, 2013;
ARANGASAMY et al., 2018).

As analises do sémen pdés-descongelacdo foram realizadas no Nucleo
Integrado de Biotecnologia da UECE por meio do sistema CASA (Computer-Assisted
Sperm Analyses), utilizando Software Sperm Class Analyser® (SCA) (Microptics, SL,
versao 3.2.0, Barcelona, Espanha). Para proceder as analises uma amostra de 10 uL
de sémen descongelado foi diluida em 50 yL de meio ACP-101¢/102¢® (3,25 g; 50 mL
de agua destilada). Em seguida 10 pL dessas diluicbes foram inseridas na camera de
Makler previamente aquecida a 37°C e avaliado com auxilio de microscopio de
contraste de fase acoplado a uma video-cAmera adaptada ao sistema (Nikon™
H5505, Eclipse 50i, Japao).

Foram utilizados os parametros do programa: velocidade limite para
espermatozoides lentos: 30um/s; limite para velocidade média: 60um/s; retilinearidade
minima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em trés campos.

Os parametros avaliados incluiram: motilidade total (MT-%), motilidade
progressiva (MP), velocidade curvilinear (VCL-um/s), velocidade em linha reta (VSL-
pm/s), velocidade média do percurso (VAP-um/s), linearidade (LIN-%), deslocamento
lateral de cabeca (ALH-um), indice de oscilacdo ou wobble (WOB-%) e frequéncia de
batimento cruzado (BCF-Hz), retilinearidade (STR-%) individual para cada célula

espermatica.
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4.7 Analise morfologica das células espermaticas

A analise dos defeitos espermaticos maiores e menores foram realizados
utilizando o corante panético rapido® segundo o método de Hidalgo et al. (2006)
adaptado, onde 10 yL de sémen de cada amostra foi depositado em uma lamina
previamente identificada e realizado o esfregaco, logo apds submergiu-se as laminas
nas solucbes 1 (fixador), 2 (corante) e 3 (corante) (Renylab®) mantendo-se em
movimento continuo de cima para baixo durante cinco segundos e deixou-se escorrer
na posicao vertical. A avaliacdo morfologica foi realizada com auxilio de um
microscopio 6ptico com aumento de 1000x, sendo contadas 200 células (CBRA,
2013).

4.8 Analise da integridade de membrana plasmatica, membrana acrossomal e

atividade mitocondrial pés-descongelacao

Imediatamente apo6s a descongelacao, cada amostra foi acondicionada em
microtubos em banho maria a 37°C. A integridade da membrana plasmatica foi
avaliada com o uso de sondas fluorescentes, conforme descrito por Harrison e Vickers
(1990), aliquotas de 50 puL de sémen, descongeladas a 37°C por 30 segundos e
acondicionados em microtubos, foram diluidas em 150 yL de TRIS (3,786g de Tris
hidroximetil aminometano; 2,0g de acido citrico; 1,0g de frutose; 100 mL de agua
destilada) contendo 5 uL de Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF; Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA) (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 uL de lodeto de Propidio (IP;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,5 mg/mL em PBS), e incubadas por 10
minutos a 37°C para posterior avaliacdo. A analise se deu pela contagem de 100
espermatozoides em microscépio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda.,
Toquio, Japado) em aumento de 1000 vezes, sob Gleo de imersdo usando filtro de
emissdo DBP 580- 630nm e excitacdo DBP 485/20nm. As células que apresentaram
fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto aquelas apresentando
fluorescéncia vermelha foram consideradas danificadas.

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilizagdo de um fluorocromo
cationico lipofilico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Para tanto, aliquotas de 50uL de
sémen pos-descongelado foram diluidas em 150uL de TRIS contendo 5uL de JC-1
(0,15mM em DMSO) e incubadas por 10 minutos a 37°C. Um total de 200
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espermatozoides foi avaliado em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical
Co., Ltda., Toquio, Japdo), com aumento de 1000x, sob Oleo de imerséo, usando-se
filtro de emiss&o LP 515nm e BP 450 - 490nm para excitacao. As células coradas em
laranja foram classificadas com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto

aguelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

4.9 Teste cometa — andlise da interidade do DNA espermético

A andlise do DNA foi realizada pelo ensaio cometa, onde as amostras de
sémen foram descongeladas e transferidas para microtubos contendo 120 mL de
agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C. Posteriormente a mistura foi
homogeneizada e transferida para laminas pré-revestidas com 5% de agarose.

Em seguida, as laminas formam cobertas com laminulas e colocadas a 3°C
durante 20 minutos. As laminulas foram removidas e as laminas imersas em solucao
de lise por 48h. As laminas foram colocadas numa cuba de eletroforese contendo uma
solugdo tampéo, para a desnaturacdo do DNA. Realizou-se a eletroforese e as
laminas foram entéo neutralizadas e, em seguida, foram secas e armazenadas para
andlise posterior. Finalmente, as laminas foram coradas com GelRed® (50ul) na
liluicdo de 1pl para 10.000ul de agua destilada e cobertos com uma laminula. As
avaliacBes foram feitas em microscépio de imunofluorescéncia num aumento de 40x,
num ensaio cego. Foram contabilizadas 200 células por amostra. As formas dos
cometas seguiram um padrao estabelecido no laboratério. Foram utilizadas classes
de 0 a 3, sendo 0 nenhum dano e trés, cauda do cometa superior a duas vezes 0
tamanho do nucledide. A partir destes dados calculou-se o indice de Danos e a
Frequéncia de Danos, variando de 0 (auséncia de danos) até 100 (dano maximo).

4.10 Analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissao

Para avaliacio de danos na ultraestrutura das amostras de
espermatozoides congelados em diferentes meios, usou-se a microscopia eletrénica
de transmisséo (MET) (BURGESS et al., 2001), em que as amostras do sémen foram
descongeladas a 37°C e lavadas em PBS a 37C. As amostras foram centrifugadas a
5.000 g e fixadas em glutaraldeido (2,5%) em tampéo fosfato (0,1M). Em seguida, as

amostras de sémen foram pds-fixadas em tretoxido de 6smio em tampéo fosfato,
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contrastadas em bloco com acetato de uranila (2,5%), submetidas a desidratacdo em
séries crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por 15 minutos em cada
etapa. As amostras, posteriormente foram mantidas por 12 horas em mistura acetona
e resina Epon. As amostras foram transferidas para resina pura onde ficou por mais
12 horas. Finalmente foram incluidas em resina Epon (Sigma, Saint Louis, MO, USA)
em suporte de silicone e colocadas para polimerizacdo em estufa a 65C. Foram
realizados cortes ultrafinos em ultramicrétomo EM UC6 (Leica, Wetzlar, Germany) em
corte de 70nm. Os cortes foram coletados em grades de cobre e contrastados em
acetato de uranila (5%) por 1h15min e citrato de chumbo por 4min, e estocado em
dissecador até o0 momento da avaliacdo em microscopio eletrénico de transmissao
(JEOL - modelo JEM 1011, Tokyo, Japan) equipado com camara CCD Gatan
(California, USA).

4.11 Andalises estatisticas

Os dados foram descritos em médias e desvios padrdo. Os dados foram
analisados pela ANOVA e as médias comparadas teste PLSD de Fisher. Somente o
vigor foi avaliado pelo teste de Kruskal Wallis. As diferencas foram consideradas
significativas quando P< 0,05. Na correlacdo estatistica do Ensaio Cometa para o
indice de dano ao DNA espermético pés criopreservacao foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. As andlises da avaliagdo esperméatica por microscopia eletrbnica de

transmissao foram apresentadas de forma descritiva.
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5 RESULTADOS

Os dados referentes a motilidade e vigor do sémen fresco (grupo controle)
estdo descritos na tabela 2. Neste estudo, pode-se observar uma redugao significativa
(P<0,05) da motilidade e vigor nos grupos tratamentos em comparagdo ao grupo
controle. Dentre os grupos testados, o uso de 5% de bromelina proporcionou melhor
motilidade espermatica apos a diluicdo, quando comparado a concentracao de 20%

de bromelina.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo da motilidade e vigor espermatico do
sémen caprino diluido em meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101c)
acrescido ou ndo de extrato de bromelina e avaliado ap6s cinco minutos de

incubacdo em banho Maria a 37 °C

Sémen caprino fresco diluido em ACP-101c

GRUPOS

MOTILIDADE (%) VIGOR (0-5)
ACP-101c (controle) 57,33+22,90? 3,20+ 0,782
ACP-101c + Bromelina 5% 36,67 + 20,59 ° 2,07 +0,46°
ACP-101c + Bromelina 10% 27,00 + 20,60 b° 2,07 +0,46°
ACP-101c + Bromelina 15% 22,00 + 18,59 b* 2,00 +£0,38°
ACP-101c + Bromelina 20% 15,67 + 16,13 ° 1,73+0,70°

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.
Os parametros da cinética esperméatica do sémen caprino criopreservado
em diferentes concentracdes de bromelina estdo descritos nas tabelas 3a, 3b.
AplOs a descongelacdo, a motilidade espermatica total avaliada pelo
sistema CASA foi mais bem preservada no grupo controle e no grupo utilizando a
concentracéo de 5% em comparacao ao uso da maior concentragéo, que foi a de 20%.
Os parametros velocidade curvilinea (VCL) e velocidade média da trajetoria
(VAP) e velocidade linear progressiva (VSL) dos espermatozoides foram maiores no
grupo controle (P<0,05) em comparacdo aos grupos experimentais. Dentre estes, a
velocidade espermatica foi menor no grupo bromelina a 20%.
Neste estudo, verificou-se que a linearidade (LIN) foi maior no grupo

controle quando comparado aos grupos contendo 5, 10 e 20% de bromelina.
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Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa (P>0,05) entre as diferentes

concentracfes da bromelina no meio diluente sobre este parametro espermatico.

Tabela 3a — Média e desvio padréo da cinética esperméatica do sémen

caprino diluido em meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101c)

acrescido ou ndo de extrato de bromelina pés-descongelacao

GRUPOS

MT (%)

VCL (um/s)

VSL (umis)

VAP (um/s)

ACP-101c (controle)
ACP-101c + Bromelina 5%

ACP-101c + Bromelina 10%

ACP-101c + Bromelina 15%

ACP-101c + Bromelina 20%

21,39 + 15,36 2
33,23 £ 27,15 ¢

21,44 +21,42

14,97 + 16,13 1

6,73 +£7,66°

75,74 + 14,142
55,46 + 18,00 P

53,41 + 16,15 b

55,90 + 13,39 P

43,42 £17,59 ¢

57,90 £ 14,77 2
37,03 + 16,23

33,45 + 14,69 P

37,67 £15,43°

27,27 +16,11°

64,97 + 15,322
45,18 + 18,50 ©

41,94 + 16,00 ¢

47,63 +£16,41°

33,32+17,07°

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05. MT =
Motilidade total; VCL = Velocidade curvilinea; VSL = Velocidade retilinea; VAP = Velocidade média

do percurso.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3b — Média e desvio padrao da cinética espermatica do sémen

caprino diluido em meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101c)

acrescido ou ndo de extrato de bromelina apds descongelagéo

GRUPOS LIN (%) STR (%) WOB (%)
ACP-101c 73,92+ 9,382 86,31+ 5,022 85,49 £+ 6,97 2
(controle)
ACP-101c + 63,57 £12,41° 79,77 £ 8,50 79,12 + 9,67 @
Bromelina 5%
ACP-101c + 60,94 + 13,51 ° 78,10+ 9,32° 77,28+10,34°
Bromelina 10%
ACP'lOlC + ab ab ab
Bromelina 15% 65,15 + 14,77 82,16 + 8,07 78,37 £ 12,12
ACP-101c +

Bromelina 20%

58,03 + 18,28 °

77,11 + 14,09 °

73,29 + 14,66 °

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenga estatistica P < 0,05. LIN:
Linearidade; STR: Retilinearidade; WOB: Amplitude lateral de cabeca.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A retilinearidade (STR) e WOB também foram significativamente superiores
(P<0,05) no grupo controle em comparacao aos grupos experimentais de bromelina a
5%, 10%, 15% e 20%. Assim como em outros parametros, nao foi verificada influéncia
da concentragcédo da bromelina.

Os dados referentes a avaliacdo das membranas plasmatica e acrossomal,
e atividade mitocondrial por meio de sondas fluorescentes estdo descritos na tabela
4,

Tabela 4 — Média e desvio padréo dos percentuais de membrana plasmatica e
acrossomal integra e mitocéndria com potencial, de sémen caprino diluido em
meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-101c) acrescido ou ndo de extrato

de bromelina pés-descongelacédo

GRUPOS MEMBRANA MITOCONDRIA COM ACROSSOMA
INTEGRA POTENCIAL INTEGRO

ACP-101c (controle) 42,80+ 17,942 34,40 £ 22,74 @ 43,13 + 16,73 2

ACP-101c + Bromelina 53,60 + 17,39 @ 40,87+ 20,18 ® 39,73 + 19,54 @
5%

ACP-101c + Bromelina 64,60 + 19,93 53,80 + 23,16 ° 37,40 £ 15,72%
10%

ACP-101c + Bromelina 52,53 +£ 23,72 2 46,60 + 24,91 2 40,27 + 15,55 @
15%

ACP-101c + Bromelina 40,73 +£ 23,31 * 39,40+ 22,312 30,67 +11,91°
20%

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A membrana plasméatica das células espermaticas do grupo controle
apresentou melhor integridade quando comparada aos grupos com a bromelina 10%
e bromelina 20% (P<0,05). O potencial mitocondrial também foi superior no grupo
controle em relagcdo aos grupos experimentais - contendo 5%, 10%, 15% e 20% de
bromelina. A integridade acrossomal foi superior no grupo controle em comparacao
aos grupo experimentais. Nestes dois ultimos parametros, ndo foi observado
influéncia da concentracdo de bromelina nos grupos.

Quanto a morfologia espermética os dados estao descritos na tabela 5. A
ocorréncia de defeitos maiores foi superior no grupo controle quando comparado aos
demais. Quanto aos defeitos menores, verificou-se que ndo houve influéncia da
composicao do diluente na ocorréncia desse tipo de alteracdo espermatica (P>0,05).
A presenca de defeitos totais foi significativamente menor (P<0,05) no grupo contendo
20% de bromelina. A morfologia espermatica foi mais bem preservada (P<0,05) no
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grupo contendo 15% de bromelina em comparacdo ao grupo contendo 20% deste

mesmo componente no diluente seminal, nos demais grupos nao houvera diferenca

estatistica.

Tabela 5 — Média e desvio padrdo dos percentuais da morfologia espermaética

do sémen caprino diluido em meio a base de agua de coco em po6 (ACP-101c)

acrescido ou ndo de extrato de bromelina pés-descongelacéo

DEFEITOS

DEFEITOS

DEFEITOS

CREFE MAIORES MENORES TOTAIS MOIRIATS
ACP-101c (controle) 220+199& 380+1,57¢2 6,00 + 2,56 @ 89,20 £ 3,752
ACP-101c + Bromelina 5% 0,07+ 0,26 b 533+1,962 540+1,87 89,27 £ 2,69 2
ACP-101c + Bromelina 10% 0,20+ 0,41® 5,17+1,482 537+1,343 89,00 £ 2,36 2
ACP-101c + Bromelina 15% 0,07 + 0,26 ® 543+1,152 5,50+ 1,18 2 91,27 £6,882
ACP-101c + Bromelina 20% 0,07 + 0,26 ® 430+347+2 4,37+£3,44° 88,00 £5,11°

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados referentes a integridade do DNA espermético pelo teste
cometa estdo descritos na figura 1. Observou-se que ndo foi possivel identificar
diferencas significativas entre o comprimento da cauda do DNA de espermatozoides
criopreservados do grupo controle e dos grupos contendo 5%,10%, 15% e 20% de
bromelina. Fato este relevante, haja vista, que o extrato de bromelina acrescido ao
meio diluente, ndo apresentou comportamento genotdxico as células espermaticas,
tornando-a uma alternativa promissora na criobiologia do sémen caprino.

O percentual de fragmentacdo de DNA das células espermaticas oriundas
do sémen caprino pds-descongelacdo, encontra-se demonstrado na figura 2.

Na figura 2 é possivel verificar o percentual de fragmentacdo de DNA no
grupo controle e nos grupos experimentais (bromelina a 5%, 10%, 15% e 20%). As
diferentes concentragdes de bromelina ndo apresentaram diferencga significativa em
relacdo ao grupo controle. Dessa forma, pode-se afirmar que a adicao de bromelina
em meio diluente, ndo compromete a cromatina de células esperméticas pos-

descongelacao.
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Figura 1 — Comprimento da cauda do cometa, referente a fragmentacéo do
DNA de espermatozoides oriundos do sémen caprino diluido em meio a base
de dgua de coco em p6 (ACP-101c) acrescido ou ndo de extrato de bromelina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 — Percentual de fragmentacédo do DNA de espermatozoides oriundos
do sémen caprino diluido em meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101c)
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Na analise ultraestrutural das células espermaticas pos-descongelacéo foi
possivel verificar que houve alteracGes na ultraestrutura dessas células nos grupos
experimentais (bromelina 5% e 10%), como, por exemplo, deslocamento de
membrana com comprometimento de acrossoma, perda de cromatina e
descontinuidade da membrana plasmatica (figura 4 e 5). As células espermaticas
oriundas do grupo controle mantiveram-se integras quanto a sua ultraestrutura (figura
3).

Figura 3 — Andlise ultraestrutural de espermatozoide criopreservado em meio a
base de 4gua de coco em p6 (ACP-101c) sem adicdo de bromelina (grupo

controle) através de microscopia eletronica de transmissao

= 55§ T

T

Imagem A: mostra regiao da cabega do espermatozoide bem preservada com membrana integra (seta
azul), cromatina com aspecto ultraestrutural tipico em corte longitudinal e regido do acrossoma (seta
vermelha) também com aspecto ultraestrutural integro. Imagem B: mostra em corte transversal a regiao
de transi¢do entre peca intermediaria e flagelo, colar de mitocdndrias (seta amarela) e axonema
(indicado pela letra A) com aspecto ultraestrutural tipico. Imagem C: mostra centriolo com aspecto
preservado em corte longitudinal. Estes resultados sugerem do ponto de vista ultraestrutural que o meio
em que esta amostra foi preservada conferiu 0 mais alto grau de crioprotecdo dentre as amostras
analisadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 — Andlise ultraestrutural de espermatozoide criopreservado em meio a
base de agua de coco em p6 (ACP-101c) com adicao de extrato de bromelina

5% através de microscopia eletrénica de transmisséao

B C

0.5 pum

Imagem A: mostra descolamento da membrana(seta vermelha) da célula na regido da cabeca do
espermatozéide, com comprometimento da regido de acrossoma (cabeca de seta azul). Perda de
cromatina representada por pontos claros eletronlicidos distribuidos pela regido da cabeca. Imagem
B: mostra regido de transi¢@o entre peca intermediaria e flagelo, colar de mitocdndrias (indicado por
Cl) e axonema (indicado pela letra A) ultraestruturalmente preservados. Imagem C: apresenta centriolo
em corte longitudinal preservado ultraestruturalmente. Esta amostra mostrou-se de preservacao
intermediéria, apresentando células bem preservadas e células preservadas na regido da peca
intermediéria e flagelo e pouco preservadas na regiao da cabeca.

Fonte: Elaborado pelo autor.



43

Figura 5 — Andlise ultraestrutural de espermatozoide criopreservado em meio a

base de agua de coco em p6 (ACP-101c) com adicao de extrato de bromelina

10% através de microscopia eletrénica de transmissao

Imagem A: Mostra que a membrana plasmatica, regido do acrossoma (setas) e cromatina
(eletrondenso) estdo conservados. No entanto algumas células apresentam descontinuidade de
membrana cabeca de seta. Foi ainda observado diversos debris celulares no formato de anéis simples
ou compostos o0 que indica ruptura de membrana e auto selamento em meio aquoso. A ruptura de
membrana representa a inviabilidade para este tipo celular. Imagem B: mostra a baixa preservacéo das
células representada pelo colar de mitocondrias préximo ao axonema. As imagens sugerem perda de
conteldo celular, ficando apenas restos de estruturas de membrana e elementos do citoesqueleto. Seta
indica parte do colar de mitocdndrias e a letra A mostra 0 axonema. Imagem C: Mostra a regiao dos
contriolos (seta) também com aspecto desorganizado, pouco denso em descontinuidade com a
cromatina. Este aspecto indica ruptura e perda de conteddo celular. Préximo a estas células
encontramos diversos debris celulares constituidos apenas de membrana com elementos internos que
sugerem restos de mitocéndrias e elementos do citoesqueleto. De forma geral foi identificada nesta
amostra um estado de baixa preservacao celular.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Os parametros motilidade e vigor no sémen fresco e no grupo controle
foram superiores aos grupos experimentais contendo bromelina (5%, 10%, 15% e
20%). Essa variacdo encontrada pode ser decorrente da presenca de enzimas
proteoliticas no extrato de bromelina. Apesar disso, a bromelina € rica em
oligossacarideos e aminoacidos como a valina e glicina, 0s quais sdo essenciais no
processo de criopreservacdo (COSTA, 2014). As enzimas encontradas na bromelina
atualmente vém sendo muito requeridas em processos industriais e biotecnoldgicos,
possuindo grande relevancia no mercado mundial (CHAPMAN, 2018).

De acordo com NOGUEIRA (2017), uma das grandes vantagens da adi¢cao
de substancias aos crioprotetores, como, por exemplo, substancias ricas em
aminoacidos é a melhora significativa na qualidade seminal e capacidade fertilizante
dos espermatozoides descongelados. Fato este que corrobora com a utilizacdo do
extrato de bromelina neste estudo.

A analise seminal computadorizada (CASA) contribuiu de forma expressiva
para a compreensao dos resultados obtidos, pois de acordo com OLIVEIRA et al.
(2013) esse sistema fornece diversas informagdes sobre os parametros, como a
motilidade dos espermatozoides e entre outros.

A concentragcédo de 5% de bromelina apresentou resultados promissores
para o parametro motilidade total (MT), apresentando resultados semelhantes aos do
grupo controle. No entanto, os resultados apresentam-se abaixo do minimo exigido
para aplicacdo em programas de biotecnologias reprodutivas como a inseminagao
artificial.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que quanto maior a
concentracdo de bromelina menor é a qualidade seminal pds-descongelacdo. Essa
afirmacdo pode ser atribuida ao poder proteolitico da bromelina, que pode gerar
efeitos indesejaveis aos espermatozoides quando administrada em maiores
concentracdes aos diluidores seminais (TAP et al., 2016).

De acordo com SAYALI et al. (2013), essas enzimas funcionam como
catalizadores bioldgicos, que sao responsaveis por realizar catalizagéo de reacdes em
organismos vivos. Dessa forma, por se tratar de uma enzima catalizadora a sua
principal funcéo é acelerar o metabolismo das células. Fato este que pode gerar um

efeito indesejado aos espermatozoides, uma vez que o consumo de energia sera
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grande no inicio (hiperativacdo), fazendo com que as reservas de ATP se esgotem
rapidamente, levando assim a uma diminuicdo no seu poder de fertilizacdo. No
entanto, esse efeito n&do foi observado neste estudo, uma vez que os valores de VCL
e VSL estdo dentro da normalidade que é de até 100 pum/s. Um indicativo de
hiperativacdo s6 ocorre quando esses valores se encontram acima de 250 pum/s.

A hiperativacdo apesar de ser benéfica e essencial € uma caracteristica
limitante, pois s6 deve ocorrer nas proximidades do local de fertilizacdo (regido
ampolar do oviduto). Dessa forma, a ativacédo prematura reduz o tempo de vida util do
espermatozoide, diminuindo as chances de fecundacdo (VERSTEGEN et al., 2002).
Nesse sentido, é possivel inferir que o efeito catalizador da bromelina ndo exerceu um
efeito indesejavel as células espermaticas.

Vale salientar que ndo s6 a adicdo da bromelina, em meios diluentes,
contribuiu para a reducao dos parametros espermaticos e alteracdes na ultraestrutura
dos espermatozoides poés-descongelacdo, mas também o processo de
criopreservacao, uma vez que crioinjarias contribuem negativamente a ocorréncia de
alteracOes na estrutura dos espermatozoides, influenciando consequentemente nos
parametros espermaticos.

No parametro velocidade média de percurso (VAP) o grupo controle
apresentou resultados superiores aos grupos experimentais, no entanto, os valores
encontrados neste trabalho ndo ultrapassaram 64,97 um/s. a enzima catalase onde
verificaram uma velocidade de 93 um/s.

Os resultados para o parametro linearidade (LIN) foi significativamente
superior no grupo controle quando comparado aos grupos experimentais. E de acordo
com VERSTEGEN et al. (2002) esse parametro tem uma correlacdo positiva com a
taxa de prenhes. Entretanto, os valores dos grupos testados ainda apresentaram-se
dentro dos padrbes exigidos, nao interferindo, dessa forma, em uma possivel taxa de
prenhes.

Para o parametro retilinearidade (STR) os valores encontrados no grupo
controle também foram superiores aos encontrados nos grupos experimentais. Porém,
os valores obtidos encontram-se dentro dos padrdes esperados. LEITE et al. (2011)
relataram que altos valores de retilinearidade € bastante desejavel, uma vez que
demonstram que o trajeto da célula espermatica é mais uniforme e com menor
amplitude, sendo os resultados encontrados para esse parametro, neste estudo,

bastante satisfatorios.
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No que se refere a morfologia espermatica a porcentagem de
espermatozoides normais em todos 0s grupos esta dentro dos padrdes estabelecidos
pelo (CBRA, 2013). NASCIMENTO et al. (2016) relataram que o processo de
criopreservacdo pode influenciar drasticamente nesse parametro, no entanto, neste
trabalho, o processo de criopreservacao nao influenciou negativamente na morfologia
dos espermatozoides.

Em relagéo ao potencial mitocondrial e integridade do acrossoma néao foi
verificada influéncia da concentracdo de bromelina nos grupos utilizando esse
componente do meio de preservacao seminal, porém, o grupo controle apresentou
uma tendéncia a melhores resultados na integridade de membrana.

Neste estudo, foi observado integridade de membrana plasmética em
algumas células espermaticas analisadas em microscopia de transmissdo do grupo
bromelina a 10%. De acordo com NASCIMENTO et al. (2016), a adi¢do de substancias
gue levam a manutencdo da integridade de membrana é extremamente importante
em processos de criopreservagéo senimal, corroborando com o resultado encontrado
nesta pesquisa.

A baixa fertilidade do sémen descongelado é atribuida, em grande parte, a
alteracdes nas membranas plasmaticas, acrossomais e mitocondriais, durante o
processo de congelacdo e descongelacdo (MEDINA et al., 2000). Neste contexto, as
analises através de sondas fluorescentes tornam-se essenciais para verificar se ha ou
nao alteracdes que possam tornar os espermatozoides inaptos a fertilizacdo (LIMA et
al., 2015).

O DNA espermatico possui papel essencial na reproducao dos mamiferos
domeésticos (ALVES et al., 2015). E o ensaio cometa € uma técnica utilizada para
avaliar a fragmentacdo do DNA de células espermaticas, sobretudo, quando estas sédo
submetidas a processos de criopreservagcdo, a novos crioprotetores e novas
formulacbes de meios diluentes (ALVES et al.,, 2015). No entanto, mesmo
apresentando resultados relevantes, essa técnica ndo é realizada rotineiramente. Por
iISso, neste estudo, o ensaio cometa foi um dos testes elencados como essenciais,

para avaliagdo da integridade do DNA espermatico.
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As concentra¢cdes mais elevadas de bromelina podem ter contribuido para
0 aparecimento dos defeitos encontrados na ultraestrutura das células espermaticas,
como, por exemplo, em nivel de cabeca, peca intermediaria e cauda. Segundo PARIZ
et al. (2014) relataram que essas lesOes interferem diretamente nos parametros
espermaticos e consequentemente com a capacidade de fertilidade dos

espermatozoides, corroborando assim os resultados deste trabalho.
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7 CONCLUSAO

O uso do extrato de bromelina em meio diluidor/crioprotetor de sémen
caprino caracteriza-se como uma substancia promissora, contribuindo
significativamente para a integridade do DNA espermatico. No entanto, mais estudos
sao necessarios para validacdo e determinacdo da concentracéo ideal da bromelina,
para a efetivagcdo de seu uso na composicdo de meios diluidores/crioprotetores,

visando a criopreservacgao seminal.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os valores encontrados para 0s parametros seminais estdo dentro dos
padrbes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodugcdo Animal (CBRA, 2013).
Contudo, novos estudos sdo necessarios a fim de aperfeicoar e validar o uso da
bromelina em tecnologias reprodutivas como a criopreservacédo seminal.

Além disso, mesmo por se tratar de uma enzima catalizadora, neste estudo,
foi possivel observar que a bromelina além de ser um bom insumo biotecnoldgico para
diversos outros segmentos farmacoldgicos é um produto seguro para as ceélulas

espermaticas.
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9 PERSPECTIVAS

Devido aos seu baixo custo e facilidade de acesso o uso da bromelina
adicionada aos diluidores/crioprotetores seminais poderd se tornar mais uma

alternativa mercadoldgica para biotécnicas aplicadas a reproducdo animal.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito do extrato de bromelina sobre a qualidade espermatica, pos-descongelacdo na espécie
caprina. Para tanto, foram utilizados cinco caprinos da raga Anglo Nubiana, com idade reprodutiva, clinicamente
saudaveis. Foram realizadas colheitas de sémen. Apds a analise da concentragéo, o volume total do pool foi dividido
em cinco grupos. Um pertencente ao grupo controle, composto de (ACP-101/102%) e quatro grupos experimentais
com ACP-101/102% enriquecidos com extrato de bromelina nas concentragdes de 5%; 10%; 15% e 20%. As amostras
foram criopreservadas com auxilio do aparelho Tk3000®. Apés o periodo de sete dias as amostras foram
descongeladas e submetidas a avaliagdes pelo sistema CASA. Termo resisténcia, sondas fluorescente, teste cometa e
teste de analise ultraestrutural de espermatozoides por meio de microscopia eletronica de transmissio (MET). Na
avaliagdo da cinética espermatica pos-descongelagio foi possivel observar que os parametros motilidade espermatica
total, o grupo bromelina a 5%, se destacou dentre os demais, ja na velocidade curvilinea e velocidade média da
trajetéria o grupo controle apresentou os melhores resultados. Quanto a integridade do DNA espermatico as
concentragdes de bromelina (5%; 10%; 15% e 20%) ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle, demonstrando que essa substancia ndo apresenta genotoxicidade as células espermaticas. Na analise
ultraestrutural o grupo bromelina a 5% demonstrou os melhores resultados. Nesse sentido, o extrato de bromelina
adicionada a meios diluentes, visando a criopreservagdo, caracteriza-se como uma substancia promissora, sobretudo
da manuteng¢do da integridade do DNA espermatico. Contudo, mais estudos sdo necessarios para a sua padronizacao.
Palavras-chave: Criopreservagio seminal; Bromelina; Caprino; Parametros espermaticos.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of bromelain extract on sperm quality after thawing in goats. For that,
five Anglo Nubian goats, with reproductive age, clinically healthy, were used. Semen collections were performed.
After concentration analysis, the total pool volume was divided into five groups. One belonging to the control group,
composed of (ACP-101/102®) and four experimental groups with ACP-101/102® enriched with bromelain extract at
5% concentrations; 10%; 15% and 20%. The samples were cryopreserved with the aid of the Tk3000® device. After a
period of seven days, the samples were thawed and submitted to evaluations by the CASA system. thermoresistance,
fluorescent probes, comet test and ultrastructural sperm analysis test using transmission electron microscopy (TEM).
In the evaluation of post-thaw sperm kinetics, it was possible to observe that the parameters of total sperm motility,
the 5% bromelain group, stood out among the others, whereas in the curvilinear velocity and mean trajectory velocity
the control group presented the best results. As for the integrity of sperm DNA, the concentrations of bromelain (5%,
10%, 15% and 20%) showed no significant difference in relation to the control group, demonstrating that this
substance does not present genotoxicity to sperm cells. In the ultrastructural analysis, the 5% bromelain group showed
the best results. In this sense, bromelain extract added to diluent media, aiming at cryopreservation, is characterized as
a promising substance, especially in maintaining the integrity of sperm DNA. However, more studies are needed for
its standardization.

Keywords: Seminal cryopreservation; Bromelain; Goat; Sperm parameters.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del extracto de bromelina sobre la calidad del esperma después de la
descongelacion en cabras. Para ello se utilizaron cinco cabras anglo nubias, en edad reproductiva, clinicamente sanas.
Se realizaron recolecciones de semen Después del analisis de concentracion, el volumen total de la piscina se dividid
en cinco grupos. Uno perteneciente al grupo control, compuesto por (ACP-101 / 102®) y cuatro grupos
experimentales con ACP-101 / 102® enriquecido con extracto de bromelina al 5% de concentracion; 10%; 15% y
20%. Las muestras fueron criopreservadas con la ayuda del dispositivo Tk3000®, luego de un periodo de siete dias,
las muestras fueron descongeladas y sometidas a evaluacion por el sistema CASA. termorresistencia, sondas
fluorescentes, prueba de cometa y prueba de analisis ultraestructural de espermatozoides mediante microscopia
electronica de transmision (TEM). En la evaluacidn de la cinética espermatica post-descongelacidn, se pudo observar
que los parametros de motilidad espermatica total, el grupo bromelina al 5%, sobresalieron entre los demas, mientras
que en la velocidad curvilinea y la velocidad media de trayectoria el grupo control presentd la Mejores resultados. En
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cuanto a la integridad del ADN espermatico, las concentraciones de bromelina (5%, 10%, 15% vy 20%) no mostraron
diferencia significativa en relacion al grupo control, demostrando que esta sustancia no presenta genotoxicidad a los
espermatozoides. En el analisis ultraestructural, el grupo de bromelina al 5% mostr6 los mejores resultados. En este
sentido, el extracto de bromelina afiadido a los medios diluyentes, con el objetivo de la criopreservacion, se
caracteriza por ser una sustancia prometedora, especialmente para mantener la integridad del ADN espermatico. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para su estandarizacion.

Palabras clave: Criopreservacion seminal; Bromelina. Cabra; Parametros de los espermatozoides.

1. Introducao

Os diluidores seminais sdo constituidos basicamente por substancias energéticas, crioprotetores, solugdes tampdes ¢
antibioticos. E, devido a isso, tém como fungdo conferir protegdo as células espermaticas, mantendo-as integras durante todo o
processo de criopreservagio, além de fornecer substratos necessarios ao metabolismo dos espermatozoides. No entanto, apesar
disso, a criopreservagdo seminal ainda é um desafio, pois pode gerar ledes em diferentes niveis as células espermaticas,
comprometendo a sua viabilidade (Silva; Guerra, 2011).

Apesar da fungio protetora dos diluidores, sabe-se que a fertilidade do sémen caprino descongelado esta relacionada,
fundamentalmente com a composi¢iio dos diluidores, que podem favorecer a ocorréncia de alteracdes na distribuicio e nas
caracteristicas dos componentes de membrana que cobrem os espermatozoides, como, por exemplo, a camada glicoproteica
aderida & membrana plasmatica, resultando na sua desestabilizacdo. Esta desestabilizag¢do estd relacionada ao aumento da
fluidez da bicamada lipidica da membrana plasmadtica, o que a torna mais permedvel, favorecendo a entrada de ions célcio
(livre) no interior da célula, o qual estimula o processo de capacitagio espermatica precocemente (Silva; Guerra, 2011).

Nesse contexto, o desenvolvimento de diluidores seminais que mantém a viabilidade do sémen, é de suma
importancia na reprodugio de pequenos ruminantes, uma vez que contribui significativamente na redugio de perdas durante o
processo de criopreservagio por crioinjurias. E, atualmente, estudos vém sendo desenvolvidos objetivando a adi¢do de
substancias aos meios diluentes, a fim de proporcionar maior prote¢do as células espermaticas durante o processo de
criopreservacio de sémen (Souza et al., 2017).

Dessa forma, diluidores alternativos a base de substratos de origem vegetal possibilita um maior controle
microbiolégico do produto (Bittencourt et al., 2013). E, a Bromelina (nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nas plantas da familia Bromeliaceae) associada & ACP — dgua de coco em po constituem-se como uma boa
alternativa para a formulagio de meios diluentes, substituindo os substratos de origem animal (Tap et al., 2016).

A bromelina é composta por muitos aminoacidos. Além disso, ¢ uma glicoproteina que tem um oligossacarideo por
molécula, o qual encontra-se covalentemente ligado a uma cadeia polipeptidica. Apresenta como principal residuo
aminoterminal a valina, e como residuo carboxiterminal a glicina (Costa, 2014). E, em virtude de sua composi¢do quimica,
pode ser uma substincia alternativa em potencial para compor os meios diluentes seminais, a fim de enriquecé-los.

Diante disso, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar os efeitos da bromelina associada & agua de coco em pé —

ACP* na qualidade espermatica do sémen caprino pdos-descongelagio.

2. Material e métodos
2.1 Etica em experimentacdo animal

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de Animais (CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do
Piaui, sob o protocolo de niimero 0206/2018. Para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
numero 11.794 de 08 de outubro de 2008, Decreto ntimero 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pela
Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA).
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2.2 Local de realizacio da pesquisa

A pesquisa foi realizada no setor de Reprodu¢do Animal do Hospital Veterinario Universitario, no Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela, Teresina - Piaui, Brasil. O qual fica
situado a 5°03°23.1” de latitude Sul e 42°47°27.9” de longitude Oeste, com altitude média de 72,7 metros. Foram realizadas
nesse setor as andlises subjetivas do sémen (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia, espermdtica e concentra¢do
espermatica).

A andlise computadorizada do sémen por meio do sistema CASA foi realizada no Laboratorio de Tecnologia do
Sémen Caprino e Ovino (LTSCO), inserido no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da Universidade Estadual do Ceara
(UECE), Fortaleza, Brasil, com latitude de 3°43°47"" sul e longitude de 38°30°37"” oeste ¢ altitude de 16 metros acima do nivel
do mar.

O teste cometa para avaliagdo da integridade do DNA espermatico foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular
e de Estudos de Injurias Biologicas — LABMINBIO no Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade — NPBio, da
Universidade Estadual do Piaui (UESPI), Teresina - Piaui. E a analise espermatica por microscopia eletronica de transmissio

foi realizada no Instituto de Biociéncias da Universidade de Brasilia (UnB - DF).

2.3 Animais utilizados e grupos experimentais

Foram utilizados cinco machos da espécie caprina da raga Anglo Nubiana (P.O), oriundos da fazenda localizada no
municipio de Campo Maior — Piaui, situada as coordenadas geograficas 4°51735,757°S e 42°12°47,18"W. Todos em idade
média de cinco anos, clinicamente saudaveis e com escore de condicdo corporal de 3,5, avaliados em uma escala de (0-5).

Antes do inicio da pesquisa os bodes foram submetidos ao exame clinico/reprodutivo de modo a verificar a higidez
geral, bem como dos drgdos reprodutivos, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (Colégio
Brasileiro de Reprodugio Animal [CBRA], 2013). Os bodes foram manejados de forma intensiva, em baia coletiva, e a fémea
em baia individual, todos com fornecimento diario de capim elefante (Penissetum purpurewn) picado (volumoso), concentrado
proteico comercial contendo 16% PB (400g/animal/dia), sal mineral especifico para caprinos e dgua ad libitum.

Neste estudo, foram utilizadas quatro concentra¢des diferentes da bromelina (5%, 10%, 15% e 20%). Essas
concentragdes foram testadas em 15 pools, os quais foram divididos em cinco aliquotas iguais em tubos tipo falcon de 15mL.

Posteriormente, foram definidos os seguintes tratamentos experimentais ( Tabela 1).

Tabela 1 — Descrigdo do grupo controle e grupos experimentais.

Grupo Bromelina Bromelina Bromelina Bromelina
Controle 5% 10% 15% 20%
ACP® (101/102¢)  ACP¥(101/102c)  ACP™(101/102¢)  ACP®(101/102c)  ACP®(101/102¢)
25%gemadeovo  25% gema de 2,5% gema de 25% gema de 2,5% gema de

7% Glicerol ovo ovo ovo ovo

40mg Gentamicina 7% Glicerol 7% Glicerol 7% Glicerol 7% Glicerol
40mg 40mg 40mg 40mg
Gentamicina Gentamicina Gentamicina Gentamicina
5% Bromelina 10% Bromelina 15% Bromelina 20% Bromelina
(5mg/mL) (10mg/mL) (15mg/mL) (20mg/mL)

Fonte: Autores.

2.4 Colheita e avaliagio do sémen fresco
Foram realizadas 15 (quinze) colheitas seminais de cada reprodutor caprino. Antes da colheita procedeu-se a

higienizagdo do prepucio com solugdo fisioldgica estéreo a 0,9% e papel toalha, visando 4 remocdo de impurezas. Os

A
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ejaculados foram colhidos com o auxilio de uma vagina artificial especifica para pequenos ruminantes, aquecida a uma
temperatura de 38°C acoplada a um tubo coletor graduado tipo falcon. A fim de facilitar a colheita seminal foi utilizada uma
fémea em estro como manequim. Apds cada colheita, o ejaculado foi protegido da incidéncia direta de luz solar, transportado
ao laboratdrio e mantido em banho-maria a temperatura de 37°C (Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal [CBRA], 2013).

Imediatamente foram realizadas as avaliagdes subjetivas macroscopicas (volume, cor e aspecto). Posteriormente,
procederam-se as avaliagdes dos pardmetros espermaticos (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia espermatica e
concentragdo espermatica).

O turbilhonamento foi avaliado colocando-se uma gota de sémen sobre uma lamina previamente aquecida a 37°C,
observando o movimento em forma de ondas através de um microscopio optico (aumento de 100x). A interpretacdo foi
expressa em uma classificacdo de zero a cinco, sendo que zero representa a auséncia de movimento e cinco o valor maximo
dado a um acentuado movimento em massa (Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal [CBRA], 2013).

Foi utilizado um microscopio optico (400x) para avaliar a motilidade espermatica (escala de 0-100%) e vigor
espermatica (0-5), sendo depositada uma gota de sémen entre lamina e laminula previamente aquecidas e mantidas a 37°C. A
analise morfologica foi realizada a partir da confec¢do de laminas com esfregago da amostra do sémen dos bodes e
posteriormente coradas pelo método Romanowsky (Panotico™ rapido). As laminas foram analisadas em microscopio Optico
(400x), e posteriormente, contados 200 espermatozoides por lamina. Para determinar a concentragdo espermdtica o sémen foi
diluido em solugdo formol:salina (1:200) e a contagem realizada em camara de Neubauer com auxilio de um microscopio
(400x) (Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal [CBRA], 2013).

2.5 Diluic¢do, processamento e criopreservacdo seminal

A fonte da matéria prima (bromelina) foi adquirida na empresa farmacéutica, Farmacia Equilibrio®. Essa enzima
(bromelina) foi extraida do caule do fruto do abacaxi e, em seguida, foi realizada a purificagdo e padronizagdo. O
Diluidor/crioprotetor (ACP*) foi adquirido na empresa ACP-Biotecnologia®. O crioprotetor Glicerol foi obtido da Sigma
Aldrich Chemical Company™.

Foram adicionados dois mililitros de diluente para cada grupo experimental. Em seguida, foram envasadas em cada
grupo, oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) contendo 80x10°
espermatozoides viaveis.

O processo de criopreservacdo foi realizado utilizando-se um congelador automatizado programavel TK 3000® (TK
Tecnologia em Congelagdo LTDA, Uberaba, Brasil), seguindo-se as instrugdes do fabricante, selecionando a curva rapida
(0,5°C/min até 5°C; 15°C/min até -20°C e 10°C/min até -120°C). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogénio
liquido (-196°C) e, armazenadas em raques em botijdes criogénicos (Silva et al., 2013).

Ap6s o periodo minimo de uma semana as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos.

Posteriormente foram submetidas andlises pos-descongelacao.

2.6 Andlise da cinética espermdtica pds-descongelagio

Ap6s o periodo minimo de uma semana, as amostras foram descongeladas e submetidas a primeira analise: cinética
espermatica, por meio do sistema CASA (Computer-assisted Sperm Analyser), utilizando o Software Sperm Class Analyser®
(SCA) (Microptics, SL, versdo 3.2.0, Barcelona, Espanha).

Para realizagdo das andlises uma amostra de 10 puL. de sémen descongelado foi diluida em 50 pL de meio ACP-

101¢/102¢™ (3,25 g; 50 mL de agua destilada). Em seguida 10 pL dessas dilui¢des foram inseridas na camera de Makler
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previamente aquecida a 37°C, e avaliadas com auxilio de microscopio de contraste de fase acoplado a uma video-cimera
adaptada ao sistema (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japao).

Foram utilizados os parimetros do programa: velocidade limite para espermatozoides lentos: 30umy/s; limite para
velocidade média: 60um/s; retilinearidade minima para espermatozoides progressivos: 80%, capturados em trés campos.

Os pardmetros avaliados incluiram: motilidade total (MT-%), motilidade progressiva (MP), velocidade curvilinear
(VCL-pm/s), velocidade em linha reta (VSL-pum/s), velocidade média do percurso (VAP-um/s), linearidade (LLIN-%),
deslocamento lateral de cabega (ALH-pm), indice de oscilagdo ou wobble (WOB-%) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-

Hz), retilinearidade (STR-%) individual para cada célula espermatica.

2.7 Andlise da morfologia espermidtica pds-descongelagio

A anélise dos defeitos espermaticos maiores e menores foi realizada utilizando-se o kit panético rapido®™. Para tanto,
10 pL de sémen de cada amostra foi depositado sobre uma ldmina previamente identificada, seguidamente realizou-se o
esfregaco. Ulteriormente, as ldminas foram submetidas as trés solugdes de coloragdo celular, nessa sequéncia: solugdo 1
(fixadora), 2 (corante) e 3 (corante) (Renylab™). A avaliagdo morfologica foi realizada com auxilio de um microscopio optico
com aumento de 1000x, sendo contadas 200 células espermaticas em cada lamina analisada (Colégio Brasileiro de Reprodugio
Animal [CBRA], 2013).

2.8 Andlise da integridade espermitica pés-descongelacio

Imediatamente apds descongelagdo procedeu-se a analise da integridade da membrana acrossomal, membrana
plasmatica e atividade mitocondrial. A integridade da membrana plasmatica foi avaliada com o uso de sondas fluorescentes,
conforme descrito por Harrison; Vickers (1990) da seguinte forma: aliquotas de 50 pL de sémen, descongeladas a 37°C por 30
segundos e acondicionados em microtubos, foram diluidas em 150 ul. de TRIS (3,786g de Tris hidroximetil aminometano;
2,0g de acido citrico; 1,0g de frutose; 100 mL de agua destilada) contendo 5 pl. de Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (0,46 mg/mL em DMSO) e 20 pl. de lodeto de Propidio (IP; Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA) (0,5 mg/mL em PBS), e incubadas por 10 minutos a 37°C para posterior avaliacdo. Foi realizada a contagem
de 100 células espermaticas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus optical Co., Ltda., Toquio, Japdo) no aumento de
100x, sob 6leo de imersio usando filtro de emissdo DBP 580- 630nm e excitagio DBP 485/20nm. As células que apresentaram
fluorescéncia verde foram consideradas integras, enquanto aquelas apresentando fluorescéncia vermelha foram consideradas
danificadas.

A atividade mitocondrial foi determinada pela utilizagio de um fluorocromo cationico lipofilico JC-1. Para tanto,
aliquotas de 50uL de sémen pos-descongelado foram diluidas em 150pL de TRIS contendo Sl de JC-1 (0,15mM em DMSO)
e incubadas por 10 minutos a 37°C. Um total de 200 células espermaticas foram avaliadas em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus optical Co., Ltda., Téquio, Japdo), com aumento de 100x, sob oleo de imersdo, usando-se filtro de emissdo LP
515nm e BP 450 - 490nm para excitagdo. As células coradas em laranja foram classificadas com alto potencial de membrana

mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram classificadas com baixo potencial de membrana.

2.9 Andlise da integridade do DNA espermdtico

A andlise do DNA foi realizada pelo ensaio cometa, onde as amostras de sémen foram descongeladas e transferidas
para microtubos contendo 120 mL de agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C. Posteriormente a mistura foi
homogeneizada ¢ transferida para laminas pré-revestidas com 5% de agarose. Em seguida, as laminas formam cobertas com

laminulas e colocadas a 3°C durante 20 minutos. As laminulas foram removidas e as laminas imersas em solugdo de lise por
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48h. As laminas foram colocadas numa cuba de eletroforese contendo uma solugdo tampdo, para a desnaturaciio do DNA.
Realizou-se a eletroforese e as laminas foram, entdo, neutralizadas e, em seguida, foram secas e armazenadas para analise
posterior. Finalmente, as laminas foram coradas com GelRed™ (50ul) na liluigdo de 1ul para 10.000uL de agua destilada e
cobertos com uma laminula. As avalia¢oes foram feitas em microscépio de imunofluorescéncia no aumento de 40x, em ensaio
cego. Um total de 200 células esperméticas foi contado por amostra. As formas dos cometas seguiram um padrio estabelecido
no laboratério. Foram utilizadas classes de 0 a 3, sendo que 0 - nenhum dano e 3 - cauda do cometa superior a duas vezes o
tamanho do nucledide. A partir destes dados calculou-se o indice de Danos e a Frequéncia de Danos, variando de 0 (auséncia

de danos) até 100 (dano méaximo).

2.10 Andlise ultraestrutural das células espermdticas pos-descongelagio

Para avaliagdo de danos na ultraestrutura das células espermaticas utilizou-se a microscopia eletronica de transmissdo
(MET). Para tanto as amostras do sémen foram descongeladas a 37°C e lavadas em PBS a 37C. Seguidamente, foram
centrifugadas a 5.000 g e fixadas em glutaraldeido (2,5%) e em tampdo fosfato (0,IM). Logo apos, as amostras de sémen
foram pos-fixadas em tretoxido de 6smio em tampdo fosfato, contrastadas em bloco com acetato de uranila (2,5%), e
submetidas a desidratagdo em séries crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por 15 minutos em cada etapa.
Ulteriormente, foram mantidas por 12 horas em mistura de acetona e resina Epon. As amostras foram transferidas para resina
pura onde permaneceram por mais 12 horas. Finalmente, foram incluidas em resina Epon (Sigma, Saint Louis, MO, USA) em
suporte de silicone e depositadas em estufa a 65°C para polimerizagio. Cortes ultrafinos em ultramicrotomo EM UC6 (Leica,
Wetzlar, Germany) em corte de 70nm foram realizados. Os cortes foram coletados em grades de cobre e contrastados em
acetato de uranila (5%) por lhora e 15min e por citrato de chumbo por 4minutos, em seguida, estocados em dissecador até o
momento da avaliagdo em microscopio eletronico de transmissdo (JEOL - modelo JEM 1011, Tokyo, Japan) equipado com
cadmara CCD Gatan (California, USA).

2.11 Andlises estatisticas

Os dados foram descritos em médias e desvios padrdo. Os dados foram analisados pela ANOVA e as médias
comparadas pelo teste PLSD de Fisher. Somente o vigor foi avaliado pelo teste de Kruskal Wallis. As diferengas foram
consideradas significativas quando P< 0,05. Na correlagdo estatistica do Ensaio Cometa para o indice de dano ao DNA
espermatico pos-descongelacdo foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As andlises da avaliagiio espermadtica por microscopia

eletronica de transmissdo foram apresentadas de forma descritiva.

3. Resultados

Os dados referentes a motilidade e vigor do sémen fresco (grupo controle) estdo descritos na tabela 2. Neste estudo,
pode-se observar uma redugdo significativa (P<0,05) da motilidade e vigor nos grupos tratamentos em comparac¢io ao grupo
controle. Dentre os grupos testados, o uso de 5% de bromelina proporcionou melhor motilidade espermética apos a diluicio,
quando comparado a concentragdo de 20% de bromelina.

Os parametros de cinética espermdtica do sémen caprino criopreservado em diferentes concentragdes de bromelina

estdo descritos nas Tabelas 3a, 3b.
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Tabela 2 — Média e desvio padrio da motilidade e vigor espermatico do sémen caprino diluido em meio a base
de agua de coco em po (ACP-101c¢) acrescido ou ndo de extrato de bromelina e avaliado apds cinco minutos de

incubagdo em banho Maria a 37 °C

Sémen caprino fresco diluido em ACP-101¢

GRUPOS
Motilidade (%) Vigor (0-5)

3.20+£0,78°

ACP-10l¢ (controle) $733+22900

N 1 0 b
ACP-101c¢ + Bromelina 5% 36.67+20.59° 2,07 20,46

- i % b
ACP-101¢ + Bromelina 10% 27.00 £ 20,60 b 2,07£0,46
ACP-101c + Bromelina 15% 22,00 +£18,59 & 2,00+0.38"
ACP-101¢ + Bromelina 20% 15,67 £16,13¢ 1,73£0,70°

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenga estatistica P < 0,05.
Fonte: Autores.

Tabela 3a — Média e desvio padrio da cinética espermatica do sémen caprino diluido em meio & base de agua

de coco em po (ACP-101¢) acrescido ou ndo de extrato de bromelina pos-descongelagio.

GRUPOS MT (%) VCL (pm/s) VSL (pm/s) VAP (pm/s)
ACP-101¢ (controle) 21,39+ 15,36 75,74+ 14,140 57,90 £ 14,77 ¢ 6497 +1532°
ACP-101¢ + Bromelina 5% 3323+27,15% 55,46 +18,00° 37,03 £16,23° 4518+ 18,50"
ACP-101c + Bromelina 10% 21,44 +21 42 5341 +16,15% 3345+ 14,69" 41,94 + 16,00 ™
ACP-101¢ + Bromelina 15% 14,97 + 16,13 M 5590+ 13390 37,67+ 1543°" 47,63 +1641°
ACP-101¢ + Bromelina 20% 6,73 £7.66" 43424+17,59¢ 2727+16,11° 3332+£17,07°¢

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05. MT = Motilidade total; VCL =
Velocidade curvilinea; VSL = Velocidade retilinea; VAP = Velocidade média do percurso.
Fonte: Tabela confeccionada pelos autores.

Tabela 3b — Média e desvio padrdo da cinética espermatica do sémen caprino diluido em meio a base de

agua de coco em po (ACP-101¢) acrescido ou ndo de extrato de bromelina apos descongelagio.

GRUPOS LIN (%) STR (%) WOB (%)
ACP-101¢ (controle) 7392 +938° 86,31 +35,02° 85,49 + 6,97
ACP-101¢ + Bromelina 5% 63,57+ 1241°" 7977 £ 8,50 79,12 £9,67
ACP-101c + Bromelina 10% 60,94+ 13,51 78.10+9,32° 7728 £1034°
ACP-101c + Bromelina 15% 65.15+ 14,77 82,16 £8,07 % 7837 +12,12¢h
ACP-101c + Bromelina 20% 58,03+ 18,28 " 77,11+ 14,09 73.29 + 14,66

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenga estatistica P < 0,05. LIN: Linearidade: STR:
Retilinearidade; WOB: Amplitude lateral de cabeca.
Fonte: Autores.

Apos a descongelagio, a motilidade espermatica total avaliada pelo sistema CASA foi mais bem preservada no grupo

controle e no grupo utilizando a concentragiio de 5% em comparacio ao uso da maior concentracio (20%).
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Os parimetros velocidade curvilinea (VCL) e velocidade média da trajetéria (VAP) e velocidade linear progressiva
(VSL) dos espermatozoides foram maiores no grupo controle (P<0,05) em comparacdo aos grupos experimentais. Dentre estes,
a velocidade espermatica foi menor no grupo bromelina a 20%.

Neste estudo, verificou-se que a linearidade (LIN) foi maior no grupo controle quando comparado aos grupos
contendo 5, 10 e 20% de bromelina. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) entre as diferentes
concentragdes da bromelina no meio diluente sobre este parimetro espermatico.

A retilinearidade (STR) e WOB também foram significativamente superiores (P<(0,05) no grupo controle em
comparagdo aos grupos experimentais de bromelina a 5%, 10%, 15% e 20%. Assim como em outros pardmetros, nio foi
verificada influéncia da concentragio da bromelina.

Os dados referentes a avaliagio das membranas plasmatica e acrossomal, e atividade mitocondrial por meio de sondas

fluorescentes estio descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo dos percentuais de membrana plasmatica e acrossomal integra e mitocondria
com potencial, de sémen caprino diluido em meio a base de agua de coco em po (ACP-101c¢) acrescido ou ndo

de extrato de bromelina pos-descongelagio.

GRUPOS MEMBRANA MITOCONDRIA COM ACROSSOMA
INTEGRA POTENCIAL INTEGRO

ACP-101¢ (controle) 4280+ 17,949 3440 +2274 4313416739

ACP-101¢ + Bromelina 5% 53,60 17,39 ©® 40,87+ 20,18 39,73 19,54

ACP-101¢ + Bromelina 10% 64,60 +19,93° 53,80+23,16° 37,40 + 15,72

ACP-101¢ + Bromelina 15% 52,53 £23,72% 46,60 +£24.9] 40,27 £ 15,55

ACP-101¢ + Bromelina 20% 40,73 £23 31 = 3940 +£223] @ 30,67+ 1191°"

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenga estatistica P < 0,05,
Fonte: Autores.

A membrana plasmatica das células espermaticas do grupo controle apresentou melhor integridade quando comparada
aos grupos com a bromelina 10% e bromelina 20% (P<0,05). O potencial mitocondrial também foi superior no grupo controle
em relagdo aos grupos experimentais - contendo 5%, 10%, 15% e 20% de bromelina. A integridade acrossomal foi superior no
grupo controle em comparagio aos grupos experimentais. Nestes dois ultimos pardmetros, ndo foi observado influéncia da
concentragdo de bromelina nos grupos.

Quanto a morfologia espermatica os dados estdo descritos na tabela 5. A ocorréncia de defeitos maiores foi superior
no grupo controle quando comparado aos demais. Quanto aos defeitos menores, verificou-se que ndo houve influéncia da
composicdo do diluente na ocorréncia desse tipo de alteracdo espermatica (P>0,05). A presenca de defeitos totais foi
significativamente menor (P<0,05) no grupo contendo 20% de bromelina. A morfologia espermatica foi mais bem preservada
(P<0,05) no grupo contendo 15% de bromelina em comparac¢do ao grupo contendo 20% deste mesmo componente no diluente

seminal, nos demais grupos ndo houvera diferenca estatistica.
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Tabela S — Média e desvio padrdo dos percentuais da morfologia espermatica do sémen caprino diluido em

meio a base de agua de coco em pd (ACP-101c) acrescido ou ndo de extrato de bromelina pos-descongelagao.

GRUPOS

DEFEITOS
MAIORES

ACP-101c (controle)
ACP-101¢ + Bromelina 5%
ACP-101¢ + Bromelina 10%
ACP-101¢ + Bromelina 15%
ACP-101c¢ + Bromelina 20%

220+1,99°
0,07+ 0,26 °
0,20 £0,41°
0,07 £0,26°
0,07 £0,26"

DEFEITOS DEFEITOS ,
MENORES TOTAIS LR R
380+1,572 6,00£256° 89,20 +£3,75 %
533+196° 5,40+ 1,87 % 8927 +2.69
5,17+148¢% 537+1,34%® 89,00 2,36
543+1,15® 550+1,18 91,27 +6,882
430+347% 437+344° 88,00 +511°"

Letras diferentes entre linhas na mesma coluna indicam diferenca estatistica P < 0,05.

Fonte: Autores.

Os resultados referentes a integridade do DNA espermatico pelo teste cometa estdo descritos na Figura 1. Observou-se
que ndo foi possivel identificar diferengas significativas entre o comprimento da cauda do DNA de espermatozoides
criopreservados do grupo controle e dos grupos contendo 5%,10%, 15% e 20% de bromelina. Fato este relevante, haja vista,

que o extrato de bromelina acrescido ao meio diluente, ndo apresentou comportamento genotoxico as células espermaticas,

tornando-a uma alternativa promissora na criobiologia do sémen caprino.

Figura 1 — Comprimento da cauda do cometa, referente a fragmentagdo do DNA de espermatozoides oriundos do sémen

caprino diluido em meio a base de dgua de coco em pd (ACP-101c) acrescido ou ndo de extrato de bromelina pos-

descongelagdo.

Comprimento da caudayM

A o

Na Figura 2 ¢ possivel verificar o percentual de fragmenta¢do de DNA no grupo controle e nos grupos experimentais
(bromelina a 5%, 10%, 15% e 20%). As diferentes concentragdes de bromelina ndo apresentaram diferenga significativa em

relagdo ao grupo controle. Dessa forma, pode-se afirmar que a adi¢do de bromelina em meio diluente, ndo compromete a

&

& ¢*

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

cromatina de células espermaticas pos-descongelagdo.
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Figura 2 — Percentual de fragmentagdo do DNA de espermatozoides oriundos do sémen caprino diluido em meio a base de

agua de coco em p6 (ACP-101c) acrescido ou ndo de extrato de bromelina pés-descongelag@o.

& o & & &
&

3

Porcentagem de DNA na cauda
3

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

Na analise ultraestrutural das células espermaticas pos-descongelagdo foi possivel verificar que houve alteragdes na
ultraestrutura dessas células nos grupos experimentais (bromelina 5% e 10%), como, por exemplo, deslocamento de membrana
com comprometimento de acrossoma, perda de cromatina e descontinuidade da membrana plasmatica (Figura 4 e 5). As

células espermaticas oriundas do grupo controle mantiveram-se integras quanto a sua ultraestrutura (Figura 3).

Figura 3 — Analise ultraestrutural de espermatozoides criopreservados em meio a base de agua de coco em pé (ACP-101c)

sem adigdo de bromelina (grupo controle) através de microscopia eletronica de transmissao.

i

Imagem A = mostra regido da cabeg¢a do espermatozoide bem preservada com membrana integra (seta azul), cromatina com aspecto
ultraestrutural tipico em corte longitudinal e regido do acrossoma (seta vermelha) também com aspecto ultraestrutural integro. Imagem B =
mostra em corte transversal a regido de transi¢do entre peca intermedidria e flagelo, colar de mitocondrias (seta amarela) e axonema
(indicado pela letra A) com aspecto ultraestrutural tipico. Imagem C = mostra centriolo com aspecto preservado em corte longitudinal. Fonte:
Fotografia de propriedade dos autores (2021).
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Figura 4 — Anélise ultraestrutural de espermatozoide criopreservado em meio a base de dgua de coco em p6 (ACP-101c) com

adigdo de extrato de bromelina 5% através de microscopia eletronica de transmissao.

Imagem A = mostra descolamento da membrana (seta vermelha) da célula na regido da cabega do espermatozoide, com comprometimento da
regido de acrossoma (cabeca de seta azul). Perda de cromatina representada por pontos claros eletronlicidos distribuidos pela regiao da
cabega. Imagem B = mostra regido de transi¢do entre pega intermediaria e flagelo, colar de mitocondrias (indicado por Cl) e axonema
(indicado pela letra A) ultraestruturalmente preservados. Imagem C = apresenta centriolo em corte longitudinal preservado
ultraestruturalmente. Esta amostra mostrou-se de preservagio intermediaria, apresentando células bem preservadas e células preservadas na
regido da peca intermediaria e flagelo e pouco preservadas na regido da cabega. Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).

Figura 5 — Analise ultraestrutural de espermatozoides criopreservados em meio a base de dgua de coco em po (ACP-101c)

com adi¢do de extrato de bromelina 10% através de microscopia eletronica de transmissao.

Imagem A = Mostra que a membrana plasmatica, regidao do acrossoma (setas) e cromatina (eletrondenso) estdo conservados. No entanto,
algumas células apresentam descontinuidade de membrana (cabega de seta). Foi ainda observado diversos debris celulares no formato de
anéis simples ou compostos o que indica ruptura de membrana e auto selamento em meio aquoso. A ruptura de membrana representa a
inviabilidade para este tipo celular. Imagem B = mostra a baixa preservacdo das células representada pelo colar de mitocondrias proximo ao
axonema. As imagens sugerem perda de contetdo celular, ficando apenas restos de estruturas de membrana e elementos do citoesqueleto.
Seta indica parte do colar de mitocondrias e a letra A mostra 0 axonema. Imagem C = Mostra a regido dos contriolos (seta) também com
aspecto desorganizado, pouco denso em descontinuidade com a cromatina. Este aspecto indica ruptura e perda de contetdo celular. Proximo
a estas células encontramos diversos debris celulares constituidos apenas de membrana com elementos internos que sugerem restos de
mitocondrias e elementos do citoesqueleto. De forma geral foi identificada nesta amostra um estado de baixa preservagao celular.

Fonte: Fotografia de propriedade dos autores (2021).
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4. Discussio

Os pardmetros motilidade e vigor no sémen fresco e no grupo controle foram superiores aos grupos experimentais
contendo bromelina (5%, 10%, 15% e 20%). Essa variagdo encontrada pode ser decorrente da presenga de enzimas
proteoliticas no extrato de bromelina. Apesar disso, a bromelina € rica em oligossacarideos e aminoacidos como a valina e
glicina, os quais sdo essenciais no processo de criopreservagdo (Costa, 2014). As enzimas encontradas na bromelina
atualmente vém sendo muito requeridas em processos industriais e biotecnologicos, possuindo grande relevancia no mercado
mundial (Chapman et al., 2018).

De acordo com Nogueira (2017), uma das grandes vantagens da adi¢do de substancias aos crioprotetores, como, por
exemplo, substancias ricas em aminoacidos ¢ a melhora significativa na qualidade seminal e capacidade fertilizante dos
espermatozoides descongelados. Fato este que corrobora com a utiliza¢do do extrato de bromelina neste estudo.

A andlise seminal computadorizada (CASA) contribuiu de forma expressiva para a compreensdo dos resultados
obtidos, pois de acordo com Oliveira et al. (2013) esse sistema fornece diversas informagdes sobre os pardmetros, como a
motilidade dos espermatozoides e entre outros.

A concentracdo de 5% de bromelina apresentou resultados promissores para o parametro motilidade total (MT),
apresentando resultados semelhantes aos do grupo controle. No entanto, os resultados apresentam-se abaixo do minimo exigido
para aplicagdo em programas de biotecnologias reprodutivas como a inseminacdo artificial.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que quanto maior a concentragdo de bromelina menor ¢ a qualidade
seminal pds-descongelacdo. Essa afirmacdo pode ser atribuida ao poder proteolitico da bromelina, que pode gerar efeitos
indesejaveis aos espermatozoides quando administrada em maiores concentragdes aos diluidores seminais (Tap et al., 2016).

De acordo com Sayali et al. (2013) essas enzimas funcionam como catalizadores bioldgicos, que sdo responsaveis por
realizar catalizagdo de reagdes em organismos vivos. Dessa forma, por se tratar de uma enzima catalizadora a sua principal
fungdo € acelerar o metabolismo das células. Fato este que pode gerar um efeito indesejado aos espermatozoides, uma vez que
o consumo de energia serda grande no inicio (hiperativagdo), fazendo com que as reservas de ATP se esgotem rapidamente,
levando assim a uma diminui¢do no seu poder de fertilizacdo. No entanto, esse efeito ndo foi observado neste estudo, uma vez
que os valores de VCL e VSL estdo dentro da normalidade que é de até 100 um/s. Um indicativo de hiperativagdo sé ocorre
quando esses valores se encontram acima de 250 pm/s.

A hiperativagdo apesar de ser benéfica e essencial é uma caracteristica limitante, pois s deve ocorrer nas
proximidades do local de fertiliza¢do (regido ampolar do oviduto). Dessa forma, a ativagdo prematura reduz o tempo de vida
util do espermatozoide, diminuindo as chances de fecundagdo (Verstegen et al., 2002). Nesse sentido, é possivel inferir que o
efeito catalizador da bromelina ndo exerceu um efeito indesejavel as células espermaticas.

Vale salientar que ndo sé a adicdo da bromelina, em meios diluentes, contribuiu para a redu¢do dos parametros
espermaticos e alteragdes na ultraestrutura dos espermatozoides poés-descongelagdo, mas também o processo de
criopreservagdo, uma vez que crioinjurias contribuem negativamente a ocorréncia de alteracdes na estrutura dos
espermatozoides, influenciando consequentemente nos parametros espermaticos.

No parametro velocidade média de percurso (VAP) o grupo controle apresentou resultados superiores aos grupos
experimentais, no entanto, os valores encontrados neste trabalho ndo ultrapassaram 64,97 pm/s. a enzima catalase onde
verificaram uma velocidade de 93 pum/s.

Os resultados para o parametro linearidade (LIN) foi significativamente superior no grupo controle quando
comparado aos grupos experimentais. E de acordo com Verstegen et al. (2002) esse parametro tem uma correlac@o positiva
com a taxa de prenhes. Entretanto, os valores dos grupos testados ainda apresentaram-se dentro dos padrdes exigidos, ndo

interferindo, dessa forma, em uma possivel taxa de prenhes.
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Para o parametro retilinearidade (STR) os valores encontrados no grupo controle também foram superiores aos
encontrados nos grupos experimentais. Porém, os valores obtidos encontram-se dentro dos padrdes esperados. Segundo Leite
etal. (2011) os altos valores de retilinearidade € desejavel, uma vez que demonstram que o trajeto da célula espermatica é mais
uniforme e com menor amplitude, sendo os resultados encontrados para esse parametro, neste estudo, bastante satisfatorio.

No que se refere a morfologia espermatica a porcentagem de espermatozoides normais em todos os grupos esta dentro
dos padrdes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal [CBRA] (2013). Nascimento et al. (2016) relataram
que o processo de criopreservagdo pode influenciar drasticamente nesse parametro, no entanto, neste trabalho, o processo de
criopreservagdo nao influenciou negativamente na morfologia dos espermatozoides.

Em relagdo ao potencial mitocondrial e integridade do acrossoma ndo foi verificada influéncia da concentragdo de
bromelina nos grupos utilizando esse componente do meio de preservagdo seminal, porém, o grupo controle apresentou uma
tendéncia a melhores resultados na integridade de membrana.

Neste estudo, foi observado integridade de membrana plasmatica em algumas células espermaticas analisadas em
microscopia de transmissdo do grupo bromelina a 10%. De acordo com Nascimento et al. (2016), a adi¢do de substéncias que
levam a manutengdo da integridade de membrana é extremamente importante em processos de criopreservagdo seminal,
corroborando com o resultado encontrado nesta pesquisa.

A baixa fertilidade do sémen descongelado ¢ atribuida, em grande parte, a altera¢des nas membranas plasmaticas,
acrossomais e mitocondriais, durante o processo de congelacdo e descongelacdo (Medina, Vicente, Esper, & Malheiros, 2000).
Neste contexto, as analises através de sondas fluorescentes tornam-se essenciais para verificar se ha ou nao alteragdes que
possam tornar os espermatozoides inaptos a fertilizagdo (Lima et al., 2015).

O DNA espermatico possui papel essencial na reprodugdo dos mamiferos domésticos (Alves et al., 2015) E o ensaio
cometa ¢ uma técnica utilizada para avaliar a fragmentacdo do DNA de células espermiticas, sobretudo, quando estas sdao
submetidas a processos de criopreservacdo, a novos crioprotetores e novas formulagdes de meios diluentes (Alves et al., 2015).
No entanto, mesmo apresentando resultados relevantes, essa técnica ndo é realizada rotineiramente. Por isso, neste estudo, o
ensaio cometa foi um dos testes elencados como essenciais, para avaliagdo da integridade do DNA espermatico.

As concentragdes mais elevadas de bromelina podem ter contribuido para o aparecimento dos defeitos encontrados na
ultraestrutura das células espermaticas, como, por exemplo, em nivel de cabeca, pecga intermediaria e cauda. Segundo Pariz et
al. (2014) relataram que essas lesdes interferem diretamente nos parametros espermaticos e consequentemente com a

capacidade de fertilidade dos espermatozoides, corroborando assim os resultados deste trabalho.

5. Conclusio

O uso do extrato de bromelina em meio diluidor/crioprotetor de sémen caprino caracteriza-se como uma substancia
promissora, contribuindo significativamente para a integridade do DNA espermatico. No entanto, estudos futuros sido
necessarios para validacdo e determinagdo de novas concentragdes de bromelina, bem como, a identificagdo de sua
concentragdo ideal, para a efetivagdo de seu uso na composi¢do de meios diluidores/crioprotetores, visando a criopreservagao

seminal do sémen caprino.
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