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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito do gradiente de Iodixanol (Red Cushion®, RC) como método de
protecdo espermdtica durante a centrifugacdo (CE) do sémen caprino destinado a criopreservacdo. Foram
realizadas colheitas de sémen de cinco reprodutores caprinos da raca Anglo Nubiana (N= cinco
ejaculados/bode). Os ejaculados foram divididos em trés grupos experimentais: GC (Controle); G1 (CE
utilizado 1ml de RC) e G2 (foi utilizado 0,5mL de RC, misturado ao pellet espermdtico apés a CE). As
amostras foram centrifugadas, diluidas, envasadas e criopreservadas. A cinética espermadtica foi avaliada por
sistema computadorizado de andlise (CASA) ap6s a descongelacdo e pos-teste de termorresisténcia (TTR), e
foi avaliada a integridade de membrana plasmadtica e acrossomal (MPAI, %). Nao foram observadas
diferencas para a motilidade total (p=0,1849) avaliada pés-descongelacio (GC=45,1%, G1=51,86% e
G2=55,28%) ou p6s-TTR (GC=10,32%, G1=11,44% e G2=13,16%), bem como para nenhum outro
pardmetro cinético avaliado. Também ndo foram encontradas diferencas para a MPAI (GC=43,70% +
16,60; G1=36,68 + 17,40; G2=41,72 £ 14,76; p=0,2523). Conclui-se que a utilizacdo de Red Cushion®
nao promove nenhum beneficio a manuten¢do da cinética e integridade de espermatozoides caprinos
submetidos a centrifugacio previamente ao processo de criopreservacio do sémen.

Palavras-chave: Bodes; Congelacdo; Iodixanol; S€men, Viabilidade Espermatica.
Abstract

The aim of this study was to evaluate the efficacy of iodixanol gradient centrifugation (Red
Cushion®, RC) as a method of protection of goat semen submitted to centrifugation previously to
cryopreservation process. Semen were collected from five Anglo Nubian goats (n = five ejaculates/goat).
The ejaculates were divided into three experimental groups: GC (Control; conventional centrifugation);
G1 (centrifugation using Iml RC) and G2 (centrifugation using 0.5 mL RC, mixed to sperm pellet before
the cryopreservation). Samples were centrifuged (CE) at 600xg for 10 minutes, diluted, packed and
cryopreserved. Sperm kinetics were evaluated using a computer assisted semen analysis (CASA) after
thawing and after thermoresistance test (TTR), and the integrity of the plasma and acrosomal membrane
was evaluated (MPAI, %). No differences were observed for total motility (P =0.1849) assessed after
thawing (GC=45.1%, GI1=51.86% and G2=55.28%) or post-TTR (GC=10.32%, GI=11.44% and
G2=13.16%), as well as for the other kinetic parameters analyzed. Furthermore, no differences for MPAI
(CG =43.70% =+ 16.60; G1=36.68 *+ 17.40; G2=41.72 + 14.76; P=0.2523) were found comparing the
different groups. In conclusion, Red Cushion® was not able to improve the kinetics and integrity of the
goat semen submitted to the cryopreservation process.

Keywords: Goats; Freezing; lodixanol; Semen, Sperm Viability.
Introducao

A caprinocultura representa uma importante fonte de renda, principalmente para pequenos e
médios produtores rurais. Contudo, a adog¢@o de biotecnologias relacionadas a reprodugdo ainda é baixa
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para essa espécie, havendo emprego ainda restrito de biotécnicas simples como € o caso da inseminagdo
artificial e técnicas de processamento do s€émen caprino (Castelo et al., 2008).

A criopreservacdo seminal representa uma das biotecnologias mais importantes voltadas a
reproducdo animal, permitindo a dissemina¢do de material genético de reprodutores melhoradores do
ponto de vista zootécnico, garantindo a manuten¢do do potencial de fertilizacdo de células espermdticas
por periodo indeterminado (Castelo et al., 2008; Leite et al., 2011).

Entretanto, durante todo o processo de criopreservacdo as células espermdticas sdo expostas a
fatores estressantes, como a reducdo da temperatura, criopreservacdo, descongelagdo, desequilibrios
osmoticos e oxidativos (Lima et al., 2010). Todos esses fatores contribuem para a reducdo na viabilidade
e fertilidade dos espermatozoides submetidos ao processamento (Bezerra, 2010).

O plasma seminal (PS) de bodes possui, dentre suas particularidades, a presenca de fosfolipases
que sdo secretadas pelas glandulas bulbouretrais. Essas enzimas sdo capazes de reagir com lipideos
presentes na gema de ovo e leite, que sdo componentes essenciais para muitos diluidores de
criopreservacdo disponiveis comercialmente. Através da catdlise de processos hidroliticos essas enzimas
convertem os &cidos graxos e isolecitinas presentes nos meios diluidores, gerando substancias
extremamente téxicas aos espermatozoides (Bezerra, 2010; Jiménez-Rabadédn et al., 2012; Santiago-
Moreno et al., 2017).

Por essa razdo, a maioria dos protocolos de criopreservacdo do s€émen caprino preconiza a
remog¢do do PS como estratégia para prevencdo de possiveis interagdes deletérias com os constituintes
dos meios diluidores (Purdy, 2006; Bezerra, 2010). Dentre as diferentes técnicas de remogdo, a
centrifugacdo (CE) tem se destacado como a mais eficaz para separacdo do PS, garantindo aumento da
viabilidade de espermatozoides caprinos submetidos a criopreservagdo (Ritar e Salamon, 1982; Jiménez-
Rabadan et al., 2012).

Contudo, além da demanda de tempo para a execucdo, a CE pode proporcionar perdas de
espermatozoides, assim como danos fisicos a estrutura das células espermdticas (Purdy, 2006;
Campanbholi et al., 2017). Para minimizar o efeito mecanico da CE sobre a integridade espermética pode
se utilizar coldides de alta densidade, que possuem a capacidade de conferir amortecimento do impacto
durante a centrifugacio.

Nesse contexto, o iodixanol representa um coloide utilizado como agente de contraste em
exames radiograficos. Entretanto, devido a suas caracteristicas nfio iOnicas a substincia tem se mostrado
um agente capaz de promover a protecido de espermatozéides submetidos a centrifugacdo. O iodixanol ja
foi testado para o processamento de sémen de bovinos (Gloria et al., 2016), bubalinos (Swami et al.,
2017), equinos (Stuhtmann et al., 2012), ovinos (Cirit et al., 2013) e suinos (Matds et al., 2007), sendo
observado resultados favordveis na proteg¢do das células espermaticas submetidas ao processo de CE.

Como ainda sdo escassos os trabalhos voltados a avaliagdo da eficiéncia e inocuidade do
gradiente de iodixanol para a protecdo de espermatozdides caprinos, objetivou-se testar o uso do Red
Cushion® (RC) para o processamento pré-criopreservacio do s€men de bodes.

Material e Métodos

Animais

Foram selecionados 5 bodes (Capra hircus), raga Anglo Nubiana, com idade entre 36 a 48 meses
pertencentes a Mini Fazenda da Universidade Santo Amaro, Sdo Paulo/SP. Como critérios para inclusdo
no experimento foi considerado o histérico clinico e reprodutivo dos animais, além do exame
androlégico, segundo CBRA (2013). Nesse sentido, apenas os bodes que apresentaram perimetro escrotal
minimo de 30 cm, motilidade total do sémen fresco superior a 50%, concentragio espermética > 1x10°
células por ejaculado, defeitos espermdticos maiores < 20% e defeitos totais < 30% foram inclusos na
pesquisa. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Santo
Amaro (CEUA-UNISA, protocolo N.24/2017), de acordo com Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Todos os animais passaram por um periodo de adaptacdo e nivelamento biol6gico no qual os
ejaculados foram colhidos duas vezes por semana durante 30 dias pelo método de vagina artificial. Para
execucdo das avaliacdes laboratoriais previstas no experimento foram colhidos cinco ejaculados de cada
animal, totalizando 25 amostras esperméticas.

Processamento do Sémen

Ap6s a colheita e avaliacdo inicial de qualidade, cada ejaculado recebeu tampdo fosfato salino
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(PBS) aquecido a 37°C de forma a fixar o volume final em 3 mL. Apés a expansdo do volume os
ejaculados foram fracionados em trés aliquotas iguais (1 mL cada) para compor trés grupos
experimentais: GC (controle centrifugado), G1 (Iodixanol Red Cushion® utilizado apenas para
centrifugacdo do sémen) e G2 (Iodixanol Red Cushion® utilizado para centrifugacdo e misturado ao
pellet espermético apds a CE).

Em todos os grupos foi acrescido PBS de forma a completar o volume final de 5 mililitros. Apds
a dilui¢do, o contetido do G1 foi transferido cuidadosamente (sem que houvesse a mistura) para frasco
cdnico de 15 mL contendo 1 mL de solu¢cdo comercial de iodixanol (Red Cushion®, Botupharma,
Botucatu/SP, Brasil), enquanto o conteido do G2 foi transferido sobre coluna liquida de 0,5 mL da
mesma solucdo.

As amostras dos trés grupos experimentais foram submetidas a centrifugacdo (CE; centrifuga
Fanem Baby II®, Guarulhos, Brasil) a 600xg por 10 minutos. Apés a CE foi descartado o sobrenadante
para recuperacdo do pellet espermitico do GC e G1. J4 no G2, apds o descarte do sobrenadante, foi
realizada a mistura integral do pellet espermdtico a solucdo de iodixanol. Apds a recuperacdo dos
espermatozoides pds-centrifugacdo foi acrescido diluidor Botu-Bov® contendo 6,4% de glicerol
(Botupharma, Botucatu/SP, Brasil) em todos os grupos experimentais de forma a fixar a concentracio
espermitica final em 80x10° células/mL.

Todas as amostras foram envasadas em palhetas francesas de 0,5 mL (IMV® Technologies,
L'AigleCedex, France) e refrigeradas em caixa isotérmica modelo Botutainer® sob temperatura constante
de 5°C por quatro horas. Decorrido o tempo de refrigeragdo as palhetas foram colocadas no interior de
uma caixa de isopor de 42L contendo 3 cm de coluna liquida de nitrogénio (N2). A grade de congelacdo
foi mantida por 20 minutos a uma distincia de 5 cm da superficie do N2 e em seguida as palhetas foram
criopreservadas por imersdo direta no nitrogénio liquido.

Andlise do Sémen

A cinética espermdtica dos trés grupos experimentais foi analisada imediatamente apds a
descongelacdo (TO) e 30 minutos apds a incubagdo em banho-Maria a 46°C/30 minutos (teste de
termorresisténcia). J4 a integridade de membrana plasmadtica e acrossomal foi avaliada no TO empregando
a técnica de citometria de fluxo.

Andlise Computadorizada do Movimento Espermdtico - método CASA

As amostras de cada grupo experimental foram descongeladas a 36°C/30 segundos e submetidas
a avaliacdo computadorizada do movimento espermatico (ISAS® V.1.2, Valencia, Espanha). Foram
avaliados os parametros motilidade espermadtica total (MT, %) e progressiva (MP, %); velocidade de
trajeto (VAP, um/s), retilinea (VSL, pum/s) e curvilinear (VCL, um/s); linearidade (LIN, pm/s) e
retilinearidade (STR, pm/s); porcentagem de espermatozoides exibindo movimento rapido (RAP, %); e o
indice de oscilagdo (WOB, %). Para cada amostra foram observados 5 campos aleatérios em cdmara de
andlise modelo Sperm Tracker® (Valencia, Espanha), avaliando-se um nimero minimo de 200 células
por campo.

Teste de Termorresisténcia Rdapido (TTR)

As amostras descongeladas foram incubadas em banho-maria sob temperatura de 46°C por 30
minutos. Apdés o periodo de incubag@o foram analisadas pelo método CASA, segundo metodologia
exemplificada no tdépico anterior, sendo considerados os parametros motilidade total (MT-TTR) e
progressiva (MP-TTR) ap6s TTR.

Avaliagdo de Citometria de Fluxo

Para as andlises foi utilizado equipamento BD LSR® Fortessa (Becton Dickinson, Mountain
View, CA, USA) equipado com trés fontes de excitacdo a laser (violeta: 405 nm 50 mw; azul: 488 nm 50
mw; vermelho: 640 nm 40 mw).

Para essa avaliagdo foram utilizadas as sondas fluorescentes iodeto de propideo (PI; P4170,
Sigma Aldrich, USA), FITC-PSA (L0770, Sigma Aldrich, USA) e Hoechst 33342 (14533, Sigma
Aldrich, USA), segundo Freitas-Dell’Aqua et al., (2012). Amostras de 200 uL de s€men dos trés grupos
experimentais foram inicialmente diluidas em TALP-PVA de forma a atender a concentracdo de
5%10%/mL. Ap6s a diluicdo foram adicionados 5 uL de Hoechst (100 pg/mL), 5 pL de PI (50 pg/mL) e 1
pL de FITC-PSA (100 pg/mL). As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 5 minutos ao
abrigo da luz.
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Apds a incubag@o as amostras foram analisadas segundo método e equipamento descritos
anteriormente, permitindo a identificacdo de quatro subpopulacdes espermdticas: células portadoras de
membrana plasmadtica lesada e acrossomal integra; membrana plasmdtica integra e acrossomal lesada;
membrana plasmética e acrossomal lesadas; membrana plasmdtica e acrossomal integras (MPAI, %).
Para as avaliacdes estatisticas foi considerado apenas o percentual de MPAI, de acordo com cada grupo
experimental.
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Andlise Estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Os dados gerados foram
avaliados através de modelo linear geral de andlise de variancia (PROC GLM®, SAS Institute, Cary,
USA), considerando-se o efeito dos diferentes tratamentos sobre a cinética e integridade espermadtica.
Diferengas foram consideradas quando P<0,05.

Resultados

Nao foram observadas diferencas (P<0,05) entre os grupos para nenhum dos parimetros
cinéticos avaliados apds a descongelacdo ou para a motilidade total e progressiva analisados apés TTR
(Tab.1). Também ndo foram encontradas diferencas para a integridade de membrana plasmadtica e
acrossomal (GC=43,70% * 16,60; G1=36,68 + 17,40; G2=41,72 + 14,76; P=0,2523).

Tabela 1. Médias (xSD) da cinética espermdtica avaliada apds descongelacdo, pods-teste de
termorresisténcia rdpido (TTR 46°C/30 minutos) e avaliacdo da integridade de membrana plasmadtica e
acrossomal, onde GC: Grupo controle (centrifugagdo convencional); G1: Grupo 1 (utilizacdo de 1,0 mL
de Red Cushion® para centrifugacio); G2: Grupo 2 (0,5 mL de Red Cushion® utilizado para
centrifugacdo e misturado ao pellet de s€men ap6s a centrifugagao).

Varidvel Grupo Controle Gl G2 P
MT (%) 45,1 £21,41 51,86 + 19,59 55,28 £ 19,11 0,1849
MP (%) 25,2+13,88 28,54 £ 10,93 28,94 + 10,16 0,6204
VCL (um/s) 79,85 £ 13,7 81,43 + 10,42 81,79 + 9,65 0,1459
VSL (um/s) 48,88 £ 12,96 49,88 £ 8,98 47,58 £8,21 0,6546
VAP (um/s) 64,12 + 14,38 65,38 £9,36 64,28 £ 8,35 0,3608
LIN (%) 60,7 + 8,97 61,38 £8,15 58,41 £8,78 0,5696
STR (%) 75,72 £5,58 76,14 £5,84 73,86 £ 6,17 0,3655
WOB (%) 79,78 £ 6,64 80,31 £4,77 78,67 +5,5 0,7696
RAP (%) 33,2+20,31 38,28 £17,75 40,65 +£ 17,32 0,3565
MT-TTR (%) 10,32 £ 10,45 11,44 £ 16,09 13,16 + 14,31 0,6000
MP-TTR (%) 4,36 + 5,69 5,2+9,06 5,92 + 8,87 0,6780
MPAI (%) 43,7+ 16,60 36,68 + 17,40 41,72 + 14,76 0,2523

MT, motilidade espermdtica total; MP, motilidade progressiva; VCL, velocidade curvilinear; VSL,
velocidade retilinea; VAP, velocidade de trajeto; LIN, linearidade; STR, retilinearidade; WOB, indice de
oscilacdo; RAP, espermatozéides rdpidos; MT-TTR, motilidade total pds teste de termorresisténcia
rdpido; MP-TTR, motilidade progressiva pods teste de termorresisténcia rdpido; MPAI, membrana
plasmatica e acrossomal integras.

Discussao

Frente as particularidades inerentes ao sémen caprino muitos protocolos voltados a
criopreservacdo dos espermatozoides dessa espécie preconizam a retirada do plasma seminal pela
centrifugacdo, inibindo possiveis reagdes adversas entre o PS e os componentes dos diluidores de
criopreservacdo (Purdy, 2006; Cseh et al., 2012; Maia, 2015).

Entretanto, estudos anteriores envolvendo as espécies equina (Hoogewijset al., 2010), bovina
(Gloria et al., 2016; Campanholi et al., 2017) e caprina (Azerédo et al., 2001) demonstraram que o
processo convencional de centrifugacdo pode ser prejudicial, pois as for¢as mecanicas empregadas sob as
células espermdticas diminuem a motilidade, danificam a membrana e podem causar a morte celular. Por
essa razdo, o uso de substincias capazes de amortecer o impacto fisico e mecénico imposto aos
espermatozoides durante a centrifugacio (“‘cushions”) possuem grande potencial para implementag@o nos
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trabalhos de andrologia animal, promovendo a prote¢do celular durante o processamento (Bliss et al.,
2012).

Embora diversos estudos tenham apontado resultados positivos com a utilizagdo de iodixanol
para centrifugacio do sémen de diferentes espécies domésticas (Stuhtmann et al., 2012; Cirit et al., 2013;
Gloria et al., 2016; Swami et al., 2017), nossos resultados demonstraram que a substancia ndo foi capaz
de trazer beneficios adicionais a cinética e longevidade do s€men caprino criopreservado.

Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas para a integridade de membrana plasmética e
acrossomal dos diferentes grupos estudados. Tais resultados se assemelham aos reportados por Saragusty
et al. (2009) que ndo observaram efeitos significativos da incorporacdo do iodixanol sobre a integridade e
motilidade do sémen bovino pés-descongelagdo.

Da mesma forma, Santiago-Moreno et al. (2017) ndo observaram diferencas para a cinética e
integridade das membranas plasmdtica e acrossomal de espermatozdides caprinos centrifugados na
presenca ou auséncia de ‘“cushion”, demonstrando que os adjuvantes de CE ndo foram capazes de
promover maior viabilidade espermdtica pds- criopreservacao.

A integridade de membrana plasmdtica e acrossomal representa componente fundamental para o
processo de fertilizacdo espermadtica (Silva e Gadella, 2006), refletindo a viabilidade dos espermatozoides
submetidos a criopreservacio, que sofrem inimeras injdrias fisicas e estruturais, diminui¢ao na fluidez e
permeabilidade, edema e mudangas na atividade enzimdtica em fung¢do do processamento (Tartaglione e
Ritta, 2004). Dessa forma, na hipétese inicial do nosso trabalho foi postulado que a CE poderia resultar
em danos estruturais as células espermdticas caprinas, justificando a utilizacdo do iodixanol para
promog¢do de maior motilidade e integridade espermadtica, resultados ndo confirmados em nosso estudo.

Uma das possiveis explicagdes para os resultados encontrados apoia-se na propria constitui¢do
bioquimica da membrana plasmdtica dos espermatozdides caprinos, que € composta por grande
quantidade de lipideos que em juncdio com moléculas de colesterol determinam uma elevada estabilidade
estrutural (Mocé et al., 2010). Dessa forma, com uma membrana plasmadtica fisiologicamente mais
resistentes, mesmo quando ndo utilizado o iodixanol (grupo controle) ndo foram observados danos
expressivos aos espermatozdides que pudessem comprometer os padrdes cinéticos e estruturais das
células. Conclusdes semelhantes também foram relatadas por Crespilho et al. (2018) que observaram que
mesmo quando empregadas altas forcas de centrifugacdo (acima do preconizado para remocdo do plasma
seminal de bodes) ndo foram observados efeitos deletérios sobre a integridade estrutural (membrana
plasmatica e acrossomal) ou no DNA de espermatozéides caprinos submetidos a criopreservacao,
resisténcia associada a grande estabilidade estrutural da célula espermética da espécie.

No segundo grupo experimental (G2) foram incorporados 0,5 mL de iodixanol (volume
equivalente ao de um pellet espermatico médio formado durante a centrifugagdo de amostras de s€émen
caprino) as células recuperadas pds-CE com objetivo de se avaliar uma possivel toxicidade da substancia,
efeito deletério ndo comprovado em nosso estudo, segundo metodologia proposta.

Estudos anteriores demostraram que o iodixanol representa uma substincia ndo iOnica,
isosmotica, hidrossolivel e que ndo possui toxicidade quando adicionado diretamente ao diluidor para o
processamento do sémen de diferentes espécies, como bovinos (Saragusty et al., 2009; Chuawongboon et
al., 2017) e equinos (Beehan, 2012). Da mesma forma, baseado nos resultados de cinética e integridade
estrutural, pode-se concluir que o Iodixanol na forma do produto comercial Red Cushion® ndo apresenta
toxicidade ao s€men caprino quando incorporado no volume de 0,5 ml.

Conclusoes

Conclui-se que a centrifugacdo em gradiente de iodixanol ndo proporciona nenhum beneficio
adicional a cinética e integridade estrutural de células espermdticas caprinas. Da mesma forma, como
adjuvante adicionado diretamente aos espermatozoides a substidncia também ndo foi capaz de
proporcionar aumento no percentual de células integras e méveis pds-descongelagdo.
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