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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of bromelain on sperm quality, after defrosting, in goats. For
this purpose, five Anglo Nubian goats were used. Semen collection was performed with the aid of an artificial
vagina. The semen was evaluated for its macroscopic and microscopic parameters. After the analysis, the total
volume of the pool was divided into three groups. One belonging to the control group (ACP-101/102%®) and two
treatment groups with ACP-101/102® enriched with bromelain in concentrations of 5% and 10%. The samples
were cryopreserved with the aid of the Tk3000 device. Then, the straws were immersed in liquid nitrogen and
stored in cryogenic cylinders. After one week the samples were thawed and evaluated by the system CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis). After thawing, the total sperm motility assessed by the system CASA was
preserved in the control group and in the treatment group at a concentration of 5%. The curvilinear speed (LCV)
and mean trajectory speed (VAP) of sperm were higher in the control group compared to the others. Thus, it is
concluded that bromelain does not present genotoxicity to goat sperm, as well as its use is satisfactory in terms of
the quality of seminal parameters after thawing.

Key words: Goat Breeding, sperm, motility.

INTRODUCAO

As biotécnicas aplicadas a reprodugdo animal como inseminagdo artificial,
transferéncia e produgdo in vitro de embrides, indugdo e sincronizagdo de estro e
criopreservacao de gametas vém sendo cada vez mais utilizadas como pratica zootécnica no
manejo reprodutivo de caprinos. No entanto, algumas biotécnicas ainda ndo alcangaram o seu
total aperfeigoamento técnico dentro da reprodug¢do caprina, como a criopreservagao de sémen.
Os grandes entraves encontrados referem-se ao menor potencial fecundante do sémen apos a
descongelagdo, maiores custos com materiais, inseminacdo no momento mais proximo da
ovulagdo e técnicas utilizadas durante inseminacao artificial (MILLER, 2008).

O desenvolvimento de técnicas adequadas para preservacdo e armazenamento de
sémen possibilita o melhor aproveitamento de animais com alto valor zootécnico, diminui
gastos e riscos com transporte de animais e permite a conservagdo de material genético por
tempo indeterminado (NASCIMENTO et al., 2015).

Os espermatozoides possuem a capacidade inerente de produzir espécies reativas ao
oxigénio (ROS), responsaveis por alteracdes espermadticas indispensdveis ao processo de
fertilizagdo. Entretanto, a produgao excessiva de ROS determina estresse oxidativo que
prejudica a sobrevivéncia e a manutengdo da capacidade fertilizante desses gametas. Alguns
procedimentos utilizados em laboratorio para a congelacdo aumentam a producdo de ROS.
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Visando reduzir danos oxidativos causados pela elevada concentragdo de ROS, alguns
pesquisadores t€ém adicionado substancias antioxidantes em amostras de sémen de vérias
espécies (SILVA et al., 2008).

Segundo Miranda (2014), a bromelina ¢ um complexo enzimatico constituido,
principalmente, por proteases e obtido a partir dos tecidos vegetais de abacaxizeiro, bem como
de outros representantes da familia Bromeliacea. Tem seu aproveitamento ligado a inimeras
aplicagdes, especialmente terapéuticas, que sao atribuidas tanto a sua atividade proteolitica,
como a de outros componentes do extrato.

Sua gama de aplicacdes abrange a industria de alimentos, no amaciamento de carne,
clarificag@o de bebidas, produgao de hidrolisados de proteina, industria téxtil, couro, cosméticos
e, especialmente, a induastria farmacéutica, tendo inumeras atividades terapéuticas relatadas
(BALA et al., 2012). Suas acdes biologicas descritas sdo: fibrinolitica, anti-inflamatoria,
antioxidante, anticoagulante, imunomoduladora, desbridante de ferimentos e queimaduras,
antiedematosa, antineopldsica, bem como aumento da absor¢do de antibioticos, dentre outros
(BROMELALIN, 2010). Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito da bromelina sobre a
qualidade espermatica caprina pds descongelagao.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O experimento foi realizado no setor de Reproducdo Animal do Hospital Veterinario
Universitario, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui, Campus
Ministro Petronio 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 analises subjetivas do sémen (turbilhonamento, motilidade, vigor,
morfologia, espermatica e concentragdo espermatica). A pesquisa foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do Piaui (UFPI), sob o
protocolo de N° 0206/2018.

A andlise computadorizada do s€émen por meio do sistema CASA foi realizada no
Laboratorio de Tecnologia do S€émen 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).

Doadores e coleta de sémen

Foram utilizados cinco caprinos adultos da raca Anglo Nubiana (P.O), todos em idade
média reprodutivas (5 anos), clinicamente sauddveis e com escore de condi¢ao corporal de 3,5
em uma escalade 0 a 5.

Antes do inicio do experimento os bodes foram submetidos ao exame
clinico/reprodutivo de modo a verificar a higidez geral, bem como dos 6rgaos reprodutivos,
conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Reproducao 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 purpureum) picado (volumoso),
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concentrado proteico comercial contendo 16% PB (400g/animal/dia), sal mineral especifico
para caprinos e dgua 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, o s€émen foi colocado em banho-maria a temperatura de 37 °C e mantido
nessa temperatura durante todo o processo de analise 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 avaliacdo microscopica (andlise subjetiva), uma aliquota de SuL. de s€men fresco
foi colocada entre uma lamina e uma laminula, previamente aquecidas em placa aquecedora a
37 °C, para avaliagdo em microscopio Optico (aumento de 100 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 (rdpida mobilidade), de acordo com a metodologia
empregada e recomendada pelo manual do Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (2013).
Para o célculo da concentragdo espermatica, foi utilizada camara de Neubauer, com sémen
diluido na propor¢ao de Syl para 2mL (1:400) de solugdo de formol-salina tamponada. Apds
procedida a concentrag@o espermatica, por contagem em camara de Neubauer, foi calculado o
numero de doses (100 milhdes de espermatozoides/dose) e realizado o ajuste do volume final
do diluente a ser adicionado.

Apoés 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 substitui¢do por
igual volume de PBS.

Grupo controle e tratamento (enriquecido com bromelina)

Utilizou-se 15 pools que foram divididos em trés aliquotas iguais em tubos tipo falcon
(15mL). Posteriormente foram definidos os tratamentos experimentais: grupo controle (ACP®
- 101/102¢ - 2,5% gema de ovo, 7% Glicerol 40mg Gentamicina); grupos experimentais:
Bromelina 5% (ACP® - 101/102c, 2,5% gema de ovo, 7% Glicerol, 40mg Gentamicina, 5%
Bromelina - Smg/mL) e Bromelina 10% (ACP® - 101/102¢, 2,5% gema de ovo, 7% Glicerol,
40mg Gentamicina, 10% Bromelina - 10mg/mL).

Analise do sémen pos-descongelaciao

As analises do sémen poés-descongelacdo foram 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
10pL de sémen descongelado foi diluida em 50uL de meio ACP-101¢/102¢® (3,25g; 50mL de
agua destilada). Em seguida 10pL dessas diluicdes 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 501, 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-pm/s), velocidade em linha reta (VSL-um/s), velocidade média do percurso (VAP-pum/s),
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linearidade (LIN-%), deslocamento lateral de cabe¢a (ALH-pm), indice de oscilagdo ou wobble
(WOB-%) e frequéncia de batimento cruzado (BCF-Hz), retilinearidade (STR-%) individual
para cada célula espermatica.

Analise Estatistica

Os dados foram descritos em média e desvio padrao. 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 ao nivel de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, pode-se observar uma reducgao significativa (p<0,05) da motilidade e vigor
nos grupos experimentais em comparagao ao grupo controle. Dentre os grupos experimentais,
o uso de 5% de bromelina proporcionou melhor motilidade espermatica ap6s a dilui¢do, ndo
sendo observada diferenca entre as demais.

Apos a descongelacdo, a motilidade espermatica total avaliada pelo sistema CASA foi
preservada pelo grupo controle e no grupo utilizando a concentragcdo de 5%. A velocidade
curvilinea (VCL) e velocidade média da trajetoria (VAP) dos espermatozoides foram maiores
no grupo controle em comparagdo aos demais. A velocidade linear progressiva (VSL) foi
significativamente maior (p<0,05) no grupo controle em comparagao aos grupos experimentais.

Verificou-se que a linearidade (LIN) foi maior no grupo controle quando comparado aos
grupos contendo 5% e 10% de bromelina. Contudo, ndo foi observado diferenca significativa
(p>0,05) entre as diferentes concentragdes deste componente no meio diluente sobre este
parametro espermatico.

A retilinearidade (STR) e WOB também foram significativamente superiores (p<0,05) no
grupo controle em comparacdo ao uso de 10% de bromelina. Assim como em outros
parametros, ndo foi verificada influéncia da concentracdo da bromelina da conservacao destes
parametros da cinética espermatica.

A analise seminal computadorizada (CASA) contribuiu de forma expressiva para
determinagdo de nossos resultados, pois de acordo com Oliveira et al. (2013) esse sistema
fornece diversas informagdes sobre as caracteristicas da motilidade dos espermatozoides.

Os resultados da presente pesquisa sugerem que quanto maior a concentracao de
bromelina menor ¢ a qualidade seminal pos descongelamento. Essa hipotese pode ser atribuida
ao poder proteolitico da bromelina, uma vez que trata-se de uma enzima proteolitica que pode
gerar um efeito maléfico aos espermatozoides quando administrada em maiores concentragdes
aos diluidores seminais (SAYALI et al., 2013).

De acordo com Sayali et al. (2013) essas enzimas funcionam como catalizadores
biologicos, que sdao responsaveis por realizar catalizagdo de reagdes em organismos Vivos.
Dessa forma, por se tratar de uma enzima catalizadora as suas principais fungdes ¢ acelerar o
metabolismo da célula, nesse caso podendo gerar um efeito indesejado aos espermatozoides,
uma vez que o consumo de energia sera grande no inicio, fazendo com que as reservas de ATP
se esgotem rapidamente, levando assim a uma diminui¢do no seu poder de fertilizagdo, sendo
esse efeito observado na andlise do s€émen do nosso trabalho.
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CONCLUSOES

Concluiu-se que o uso da bromelina adicionada ao diluente/crioprotetor do sémen
caprino mostrou-se satisfatério nos pardmetros seminais pds descongelacdo na concentracao
contendo 5%.
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