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ABSTRACT
[bookmark: _gjdgxs] The fertility of thawed goat semen is fundamentally related to the composition of the extenders. Bromelain associated with ACP constitutes a good alternative for the formulation of diluents. The objective was to evaluate the effect of bromelain extract on sperm quality, after thawing in goats. This pool was divided into five experimental groups. One belonging to the control group, composed of cryoprotectant ACP-101/102® and four experimental groups with ACP-101/102® enriched with bromelain extract at concentrations of 5%; 10%; 15% and 20%. After seven days, the samples were thawed and submitted to evaluation by the CASA system, thermoresistance, fluorescent probes, comet test and ultrastructural analysis test of sperm by means of transmission electron microscopy (TEM). Regarding DNA integrity, the respective concentrations of bromelain (5%; 10%; 15% and 20%) did not show significant difference in relation to the control group, the ultrastructural analysis revealed that the group containing 5% of Bromelain showed intermediate preservation showing well preserved cells at midpiece and tail level. As for DNA integrity, the respective concentrations of bromelain (5%; 10%; 15% and 20%) did not show significant difference compared to the control group, the ultrastructural analysis revealed that the group containing 5% bromelain showed intermediate preservation showing cells well preserved in the midpiece and at the level of the tail.
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INTRODUÇÃO
Os diluentes seminais são constituídos basicamente por substâncias energéticas, crioprotetores, soluções tampões e antibióticos. E, devido a isso, têm como função conferir proteção às células espermáticas, mantendo-as íntegras durante todo o processo de criopreservação, além de fornecer substratos necessários ao metabolismo dos espermatozoides. No entanto, apesar disso, a criopreservação seminal ainda é um desafio, pois pode gerar lesões em diferentes níveis às células espermáticas, comprometendo a sua viabilidade (SILVA & GUERRA, 2011). Nesse contexto, o desenvolvimento de diluentes seminais que mantêm a viabilidade do sêmen, é de suma importância na reprodução de pequenos ruminantes, uma vez que contribui significativamente na redução de perdas durante o processo de criopreservação por crioinjúrias (SOUZA et al., 2017). A Bromelina (nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteolíticas encontradas nas plantas da família Bromeliaceae) associada ao diluente a base de água de coco em pó (ACP) constituem-se como uma boa alternativa para a formulação de meios diluentes, substituindo os substratos de origem animal (TAP et al., 2016). Diante disso, objetivou-se, por meio deste estudo, avaliar os efeitos da bromelina associada à água de coco em pó – ACP® na qualidade espermática do sêmen caprino pós-descongelação.


MATERIAL E MÉTODOS
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do Piauí, sob o protocolo de número 0206/2018. A pesquisa foi realizada no setor de Reprodução Animal do Hospital Veterinário Universitário, no Centro de Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Piauí, Campus Ministro Petrônio Portela, Teresina - Piauí, Brasil. Foram utilizados cinco machos da espécie caprina da raça Anglo Nubiana (P.O). Todos em idade média de cinco anos, clinicamente saudáveis e com escore de condição corporal de 3,5 5, avaliados em uma escala de (0-5). 
Neste estudo, foi utilizado diluente ACP-101/102® contendo 2,5% de gema de ovo, 7% de glicerol e gentamicina e utilizadas quatro concentrações diferentes da bromelina (5%, 10%, 15% e 20%).
Foram realizadas 15 (quinze) coletas seminais de cada reprodutor caprino. Os ejaculados foram colhidos com o auxílio de uma vagina artificial específica para pequenos ruminantes e na presença de fêmea em estro como manequim.
Imediatamente foram realizadas as avaliações subjetivas macroscópicas (volume, cor e aspecto). Posteriormente, procederam-se as avaliações dos parâmetros espermáticos (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia espermática e concentração espermática). Foram adicionados dois mililitros de diluente para cada grupo experimental. Em seguida, foram envasadas em cada grupo, oito palhetas francesas de 0,25 mL contendo 80x106 espermatozoides viáveis. O processo de criopreservação foi realizado utilizando um congelador automatizado programável TK 3000® (TK Tecnologia em Congelação LTDA, Uberaba, Brasil), seguindo-se as instruções do fabricante, selecionando a curva rápida (0,5ºC/min até 5ºC; 15ºC/min até -20ºC e 10ºC/min até -120ºC). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogênio líquido (-196ºC) e, armazenadas em raques em botijões criogênicos (SILVA et al., 2015; ARANGASAMY et al., 2018).
             Após o período mínimo de uma semana, as amostras foram descongeladas e submetidas à primeira análise: cinética espermática, por meio do sistema CASA (Computer-assisted Sperm Analyser). Para realização das análises uma amostra de 10 μL de sêmen descongelado foi diluída em 50   de meio ACP101c/102c® (3,25 g; 50 mL de água destilada). Em seguida 10 μL dessas diluições foram inseridas na câmera de Makler previamente aquecida a 37ºC, e avaliadas com auxílio de microscópio de contraste de fase.
A integridade da membrana plasmática foi avaliada com o uso de sondas fluorescentes, conforme descrito por HARRISON. As células que apresentaram fluorescência verde foram consideradas íntegras, enquanto aquelas apresentando fluorescência vermelha foram consideradas danificadas. A atividade mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo catiônico lipofílico JC-1. A análise do DNA foi realizada pelo ensaio cometa. Para avaliação de danos na ultraestrutura das células espermáticas utilizou-se a microscopia eletrônica de transmissão (MET). Os dados foram descritos em médias e desvios padrão. 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 diferenças foram consideradas significativas quando P≤ 0,05. Na correlação estatística do Ensaio Cometa para o índice de dano ao DNA espermático pós criopreservação foi utilizado o teste de Mann- Whitney. As análises da avaliação espermática por microscopia eletrônica de transmissão foram apresentadas de forma descritiva.


RESULTADOS E DISCUSSÃO
Neste estudo, pode-se observar uma redução significativa (P<0,05) da motilidade e vigor nos grupos tratamentos em comparação ao grupo controle após a descongelação. Dentre os grupos testados, o uso de 5% de bromelina proporcionou melhor motilidade espermática após a diluição, quando comparado à concentração de 20% de bromelina. Os parâmetros velocidade curvilínea (VCL) e velocidade média da trajetória (VAP) e velocidade linear progressiva (VSL) dos espermatozoides foram maiores no grupo controle (P<0,05) em comparação aos grupos experimentais. Dentre estes, a velocidade espermática 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, não foi observada diferença significativa (P>0,05) entre as diferentes concentrações da bromelina no meio diluente sobre este parâmetro espermático. A retilinearidade (STR) e WOB também foram significativamente superiores (P<0,05) no grupo controle em comparação aos grupos experimentais de bromelina a 5%, 10%, 15% e 20%. Assim como em outros parâmetros, não foi verificada influência da concentração da bromelina.
A membrana plasmática das células espermáticas 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 relação aos grupos experimentais - contendo 5%, 10%, 15% e 20% de bromelina. A integridade acrossomal foi superior no grupo controle em comparação aos grupos experimentais. Nestes dois últimos parâmetros, não foi observado influência da concentração de bromelina nos grupos. 
Quanto à morfologia espermática, a ocorrência de defeitos maiores foi superior no grupo controle quando comparado aos demais. Quanto aos defeitos menores, verificou-se que não houve influência da composição do diluente na ocorrência desse tipo de alteração espermática (P>0,05). A presença de defeitos totais foi significativamente menor (P<0,05) no grupo contendo 20% de bromelina. A morfologia espermática foi mais bem preservada (P<0,05) no grupo contendo 15% de bromelina em comparação ao grupo contendo 20% deste mesmo componente no diluente seminal, nos demais grupos não houve diferença estatística. Observou-se que não foi possível identificar diferenças 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, não apresentou comportamento genotóxico às células espermáticas, tornando-a uma alternativa promissora na criobiologia do sêmen caprino.
Os parâmetros motilidade e vigor no sêmen fresco e no grupo controle foram superiores aos grupos experimentais contendo bromelina (5%, 10%, 15% e 20%). Essa variação encontrada pode ser decorrente da presença de enzimas proteolíticas no extrato de bromelina. Apesar disso, a bromelina é rica em oligossacarídeos e aminoácidos como a valina e glicina, os quais são essenciais no processo de criopreservação (COSTA, 2014). 
A concentração de 5% de bromelina apresentou resultados promissores para o parâmetro motilidade total (MT), apresentando resultados semelhantes aos do grupo controle. No entanto, os resultados apresentam-se abaixo do mínimo exigido para aplicação em programas de biotecnologias reprodutivas como a inseminação artificial. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que quanto maior a concentração de bromelina menor é a qualidade seminal pós-descongelação. Essa afirmação pode ser atribuída ao poder proteolítico da bromelina, que pode gerar efeitos indesejáveis aos espermatozoides quando administrada em maiores concentrações aos diluidores seminais (TAP et al., 2016).


CONCLUSÃO
O uso do extrato de bromelina em meio diluente de sêmen caprino caracteriza-se como uma substância promissora, contribuindo significativamente para a integridade do DNA espermático. No entanto, estudos futuros são necessários para validação e determinação de novas concentrações de bromelina, bem como, a identificação de sua concentração ideal, para a efetivação de seu uso na composição de meios diluidores/crioprotetores, visando a criopreservação seminal do sêmen caprino. 


REFERÊNCIAS 
COSTA, H. B. D. (2014). Desenvolvimento de processo para a purificação de bromelina a partir de resíduos de abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) cv. Vitória (Doctoral dissertation, Tese de Doutorado. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia (RENORBIO) e Universidade Federal do Espírito Santo. Vitória, 2014. 150p) 
SILVA, S. V., & GUERRA, M. M. P. (2011). Efeitos da criopreservação sobre as células espermáticas e alternativas para redução das crioinjúrias. Revista Brasileira de Reprodução Animal, 35(4), 370-384.
SOUZA, W. L., MORAES, E. A., & TONIOLLI, R. (2017). Adição de antioxidantes ao sêmen de carneiros e seus efeitos após a descongelação. Pesquisa Veterinária Brasileira, 37, 471-478.
TAP, F. M., MAJID, F. A. A., & KHAIRUDIN, N. B. A. (2016). Structure prediction of Stem Bromelain from pineapples (Ananas Comosus) using procaricain enzyme as a modelling template. International Journal of Applied Engineering Research, 11(9), 6109-6111.
