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LISTA DE ABREVIATURAS

pL: microlitro

um/s: micrometro por segundo

CASA: analise computadorizada de motilidade espermatica
cm: centimetro

D: direito

DEF: defeitos morfoldgicos

E: esquerdo

EJ: ejaculado

EP: epididimo

g: forca de centrifugacao

h: hora

HTMO: Hamilton Thorne Research

ICSI: injegdo intracitoplasmatica de espermatozoide

IMP: integridade de membrana plasmatica

MESA: aspira¢dao microcirurgica de espermatozoides do epididimo

mg: miligrama

mL: mililitro

mm’: milimetro cibico

MP: motilidade progressiva
MT: motilidade total

°C: graus Celsius

PS: plasma seminal

RAP: espermatozoides rapidos
TA: temperatura ambiente
VCL: velocidade curvilinea

VSL: velocidade linear progressiva
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MONTEIRO, G. A. Criopreservacio e fertilidade de espermatozoides do ejaculado
e recuperados da cauda do epididimo de garanhdes subférteis. Botucatu. 2013 Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Apesar dos beneficios proporcionados pelo plasma seminal durante a cobertura, quando
biotecnologias sdo utilizadas, como a inseminagao artificial, sua fun¢do é questionavel,
visto que trabalhos utilizando espermatozoides da cauda do epididimo acrescido ou ndo
do plasma seminal ndo apresentaram diferenca nas taxas de concepgdo. Além disso,
estudos relataram efeito deletério das secregdes das glandulas anexas sobre a viabilidade
espermatica e taxa de concepgdo, principalmente em garanhdes com baixa qualidade
seminal. Neste sentido, o objetivo do presente estudo €: 1) comparar os parametros de
cinética espermatica, viabilidade estrutural e fertilidade dos espermatozoides
recuperados do ejaculado e da cauda do epididimo de garanhdes subférteis; 2) avaliar
diferencas na composicao eletrolitica do plasma seminal de animais com alta e baixa
fertilidade. 3) comparar o efeito da adicdo de plasma seminal de garanhdes de alta e
baixa fertilidade sobre a congelabilidade e viabilidade dos espermatozoides do
ejaculado e da cauda do epididimo de garanhdes subférteis. As avaliagcdes das amostras
seminais consistiram na analise computadorizada das caracteristicas da motilidade
(CASA, Thorne Research - HTM IVOS) e nas analises de citometria de fluxo da
integridade da membrana plasmatica, da integridade acrossomal, da peroxidagdo das
membranas espermaticas, da fragmentagdo do DNA, da capacitacdo espermatica, da
translocacdo de fosfatidilserina da membrana e da ativacdo de caspase. Os
espermatozoides do epididimo apods descongelacdo apresentaram superioridade nos
parametros de cinética e viabilidade espermatica, além de melhor fertilidade,
demonstrando que estes espermatozoides sdo mais resistentes ao processo de
congelagdo quando comparado aos espermatozoides do ejaculado. O plasma seminal de
garanhdes subférteis apresentou maiores concentracdes de s6dio no plasma seminal que
garanhdes férteis, sendo este achado uma possivel forma de explicar o efeito deletério
do plasma seminal nestes animais. Além disso, foi constatado que a adi¢do de 20% de
plasma seminal de animais férteis e subférteis previamente a congelagdo dos
espermatozoides da cauda do epididimo ndo prejudicou a qualidade espermatica.

Palavras-chave: criopreservacdo, cauda do epididimo, plasma seminal, sodio,
subfertilidade.
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MONTEIRO, G. A. Cryopreservation and fertility of ejaculated and epididymal
subfertile stallion sperm. Botucatu. 2013 Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Despite the benefits provided by seminal plasma during natural cover when
biotechnology are used as artificial insemination, its function is questionable, since
studies using spermatozoa from cauda epididymis with or without the addition of
seminal plasma showed no difference in conception rates. Furthermore, studies have
reported deleterious effects of secretions from accessory glands on sperm viability and
conception rate, especially in stallions with poor semen quality. Thus the aims of this
study were: 1) compare the kinetic parameters, structural viability and fertility of sperm
recovered from ejaculate and cauda epididymis of subfertile stallions. 2) evaluate
differences in electrolyte composition in the seminal plasma of animals with high and
low fertility. 3) compare the effect of seminal plasma addition from stallions with high
and low fertility on freezability and viability of sperm from the ejaculate and cauda
epididymis of subfertile stallions. The assessment of each samples was determined by
computer-assisted sperm analyses of motility (CASA, Thorne Research - HTM IVOS)
and flow cytometry analyses of plasma membrane integrity, acrosome integrity,
peroxidation of sperm membranes, DNA fragmentation index, degree of protein
tyrosine phosphorylation in sperm surface and caspase activity. The epididymal sperm
after thawing showed superiority in kinetic parameters and sperm viability, as well as
better fertility, demonstrating that these spermatozoa are more resistant to freezing
process when compared to sperm from the ejaculate. The seminal plasma of subfertile
stallions has higher sodium concentrations in the seminal plasma than fertile stallions,
what makes this finding a possible way to explain the deleterious effect of seminal
plasma in these animals. Moreover, it was found that this deleterious effect is dose-
dependent since the addition of 20% of seminal plasma from fertile and subfertile
animals previously to freezing the sperm from cauda epididymis not impaired the sperm
quality.

Keywords: sperm cryopreservation, cauda epididymis, seminal plasma, sodium,

subfertile.
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1. INTRODUCAO

A colheita de espermatozoides da cauda do epididimo visa a recuperacao de
células espermaticas de garanhdes de alto valor genético com morte subita,
eutanasiados, submetidos a orquiectomia bilateral de emergéncia ou acometidos por
processos obstrutivos nos ductos deferentes e ampola. Além disso, acredita-se que
garanhdes com baixa viabilidade espermatica podem beneficiar-se desta técnica visto
que os espermatozoides recuperados da cauda do epididimo ndo tém contato com as
secrecoes das glandulas anexas, que podem causar efeito deletério (MOORE &
HIBBIT, 1976; MOUSTAFA & MESZAROS, 1981).

A primeira prenhez utilizando espermatozoides congelados na espécie equina foi
relatada em uma égua inseminada com espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo (BARKER & GANDIER, 1957). Apesar de comprovada a fertilidade desses
espermatozoides, os estudos com sémen equino por muitos anos limitaram-se a
preservagao de espermatozoides provenientes do ejaculado.

Somente nos ultimos anos, alguns pesquisadores intensificaram o estudo da
recuperacdo ¢ preservacao de espermatozoides viaveis da cauda do epididimo
(TIPLADY et al., 2002; JAMES et al., 2002; MORRIS, 2002; HERRERA et al., 2006;
PAPA et al., 2008; MONTEIRO et al., 2011a; 2011b; 2012; 2013a, 2013b). Parte deste
empenho foi promovido pelo crescente interesse na preservagao de espécies ameagadas
de extingdo e preservagao de células espermaticas de animais de produgao de alto valor
genético.

As pesquisas concentram-se em técnicas de colheita de espermatozoides
epididimérios (CARY et al, 2004; BRUEMMER, 2006), comparacdo de meios
diluentes (MELO et al., 2008; PAPA et al., 2008; GUASTI et al., 2009), refrigeracao

dos espermatozoides epididimarios (MONTEIRO et al, 2013b), viabilidade espermatica



apos adicao de plasma seminal (MORRIS et al., 2002; TIPLADY et al., 2002; MOORE
et al., 2005; PASQUINI, et al, 2008; HEISE et al., 2010; 2011), viabilidade
espermatica de garanhdes subférteis (MONTEIRO et al., 2011a), fertilidade (MELO et
al., 2008; PAPA et al., 2008; MONTEIRO, et al., 2011a; 2011b) e metodologias de
inseminacdo (MORRIS, 2002) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide
(HERRERA et al., 2006).

Em equinos espermatozoides epididimarios podem ser utilizados em
inseminacdes artificiais com sémen fresco (MORRIS et al., 2002) ou congelado
(BARKER & GANDIER, 1957; MORRIS et al., 2002; MELO et al., 2008; PAPA et al.,
2008; MONTEIRO et al., 2011b), possibilitando a obten¢cdo de produtos de garanhdes
afastados da reproducdo ou mesmo apds sua morte.

Um estudo recente comparou a viabilidade espermatica dos espermatozoides do
ejaculado colhido com vagina artificial em relagdo aos recuperados do epididimo de
dois garanhdes subférteis e observou que a motilidade total, motilidade progressiva,
namero de espermatozoides rapidos e integridade de membrana foram superiores nos
espermatozoides recuperados do epididimo quando comparado aos do ejaculado, tanto a
fresco quanto ap6s descongelagdo (MONTEIRO et al., 2011a).

O objetivo do presente estudo foi comparar a viabilidade entre os
espermatozoides colhidos do ejaculado e recuperados da cauda do epididimo com e sem
adicdo de plasma seminal de garanhdes subférteis. Para isso foi avaliado parametros de
cinética espermatica, indices de fragmentacdo de DNA, peroxidacdo lipidica, taxa de
apoptose, capacitacdo espermatica e fertilidade dos espermatozoides do ejaculado e do
epididimo. Além disso, também foram avaliadas caracteristicas eletroliticas do plasma

seminal de garanhdes férteis e subférteis.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anatomofisiologia do Epididimo

A medida que os espermatozoides passam pelo epididimo os mesmos sofrem
importantes altera¢cdes morfofuncionais (BARTH & OKO, 1989). O epididimo ¢ um
6rgdo alongado e enovelado localizado na superficie dorsal do testiculo (SULLIVAN et
al., 2005), que pode ser dividido anatomicamente em trés segmentos: a cabega, onde ha
absorcao de fluidos (MARENGO, 2008); corpo, onde os espermatozoides passam a
apresentar capacidade de fecundagdo; e por ultimo a cauda, cuja funcdo basica ¢
armazenamento € manutengao de espermatozoides maturos (SHIVAIJIL, 1988).

Os efeitos fisiologicos da aquisicdo de macromoléculas no epididimo sao
requeridos para o desenvolvimento de motilidade e capacidade fecundante, mas estes
mecanismos nao estdo completamente elucidados (JONES, 1998). A importancia da
aquisicao de macromoléculas ¢ sustentada por estudos que apresentaram melhores taxas
de fertilizagdo, utilizando espermatozoides colhidos da cauda do epididimo quando
comparado a amostras colhidas da cabega ¢ do corpo epididimario (YOUNG, 1931;
ORGEBIM-CRIST, 1969; HOLTZ & SMIDT, 1976).

Apds a maturacdo dos espermatozoides, estes sdo armazenados na cauda do
epididimo. O numero de espermatozoides armazenados varia de acordo com o padrao
reprodutivo, acasalamento e comportamento social de uma determinada espécie. Ao
safrem do epididimo os espermatozoides recebem as secrecdes das glandulas anexas
(MAXWELL & JOHNSON, 2000).

O plasma seminal parece ser essencial na cobertura natural servindo como
transportador e protetor de espermatozoides. No entanto, com a utilizagdo de
biotecnologias como a inseminagdo artificial sua funcdo € questionavel, visto que

trabalhos utilizando espermatozoides da cauda do epididimo acrescido ou ndo do



plasma seminal ndo diferiram significativamente em relagdo aos pardmetros de cinética
espermatica (MORRIS et al., 2002; TIPLADY et al., 2002; MORRIS, 2004; MOORE et

al., 2005; PASQUINI, et al., 2008; MONTEIRO, et al., 2011Db).

2.2. Plasma Seminal

O plasma seminal consiste em um fluido produzido pela rede testis, epididimo e
glandulas acessorias. Este fluido ¢ expelido em fracdes durante a ejaculacdo e sua
composi¢do apresenta diferentes aspectos bioquimicos de acordo com a fracao expelida.
A primeira por¢ao ejaculada € a fragdo pré-espermatica, aquosa, € provém das glandulas
bulbouretrais e prostata e possui a fungdo de limpeza da uretra. A segunda por¢ao ¢ rica
em espermatozoides, leitosa, e € composta por secregoes do epididimo e da ampola do
ducto deferente. A terceira por¢do contém poucos espermatozoides, mas grandes
quantidades de acido citrico e gel proveniente das vesiculas seminais, que arrastam os
poucos espermatozoides que ainda restam na uretra (AMANN & GRAHAM, 1993).

Apdés o transito pelo epididimo, os espermatozoides sofrem varias
transformagdes na membrana devido ao contato com a secrecao proveniente das
glandulas acessorias (BOUE et al, 1996). O conhecimento dos fatores do plasma
seminal que podem desestabilizar a membrana dos espermatozoides ¢ de extrema
importancia. A composi¢ao idnica do plasma seminal varia nas diferentes espécies,
sendo alguns ions associados a alteragdes fisiologicas (SKANDHAN et al, 1992).

Os espermatozoides sofrem influéncia do ambiente idnico do plasma seminal,
deste modo, niveis anormais de Ca, Mg e Zn podem afetar a capacidade de fertilizagao
dos espermatozoides (HONG et al., 1884, SKANDHAN et al., 1992).

O calcio ¢ um elemento regulador essencial de muitos processos fisiologicos. No

espermatozoide ele estd envolvido em varias etapas da maturagdo e motilidade



espermatica (YANAGIMACHI & USUI, 1974; HONG et al, 1984) e reacdo acrossomal
(YANAGIMACHI & USUI, 1974).

O magnésio ¢ outro elemento determinante na fisiologia celular. Ele atua como
cofator em mais de 300 reagdes enzimaticas envolvidas no metabolismo energético e na
sintese de acidos nucleicos (ABOU-SHAKRA et al., 1989).

O zinco possui atividade antioxidante (BARRIER-BATTUT et al, 2002) e
antibacteriana (CHIA et al, 2000). Além disso, desempenha papel marcante na
motilidade e estabilizacdo da membrana dos espermatozoides (BARRIER-BATTUT et
al, 2002). Altas concentracdes de zinco no plasma seminal podem exercer influéncia no
perfil lipidico da membrana, acarretando, assim, modificagdes no processo de
capacitacao e reagao acrossomal (EGGERT-KRUSE et al., 2002).

O selénio € um componente crucial na atividade da enzima glutationa peroxidase
(OLDEREID et al., 1998). Dessa forma, o aumento dos niveis de selénio no plasma
seminal implica em maior a¢dao antioxidante, prevenindo a peroxidagao lipidica das
membranas (KENDALL et al, 2000). Este efeito provavelmente acarretara em melhor
fertilidade visto que evidéncias tém sugerido que a baixa capacidade antioxidante no
s€men pode estar relacionada a infertilidade masculina (Sikka, 2004).

O plasma seminal de garanhdes ¢ composto por altas concentragdoes de sodio
quando comparado a outras espécies (MANN, 1981). Esta caracteristica pode prejudicar
a qualidade espermaética, ja que altos niveis de s6dio e potdssio no meio podem induzir
peroxidacdo lipidica espontdnea na membrana espermatica (ALVAREZ & STOREY,
1982). Essa hipotese ¢ ratificada por Kareskoski et al. (2005) que demonstraram que o
fluido pré-espermatico de garanhdes possui altas concentragdes de CI” e Na',

substancias estas reportadas como nocivas a sobrevivéncia espermatica durante a



refrigeragdo e armazenagem (NISHIKAWA, 1959; PADILLA & FOOTE, 1991;
KARESKOSKI et al., 2006).

As técnicas de criopreservagdo de sémen preconizam a retirada do plasma
seminal, substituindo-o por diluentes, uma vez que estudos demonstraram que o
acréscimo de plasma seminal promove um efeito deletério sobre a preservacdao das
células espermaticas (KARESKOSKI & KATILA, 2008). Ha relatos na literatura de
que a adi¢do de plasma seminal em concentracao reduzida (<5%) mantém a qualidade
do sémen descongelado, ocorrendo o oposto quando se remove totalmente ou se
adiciona altas concentragdes (10-30%) de plasma seminal (ALGHAMDI et al., 2002).

O efeito da adicdo do plasma seminal ao s€émen € contraditorio, devido a grande
variabilidade na composi¢do bioquimica deste fluido entre garanhdes (AURICH et al.,
1996; ZAHN et al.,, 2006). Estudos relataram que a adi¢do de plasma seminal de
garanhdes de alta congelabilidade melhorou a qualidade do sémen descongelado de
garanhdes de baixa congelabilidade, ocorrendo o oposto quando se adicionou o plasma
proveniente de garanhdes de baixa congelabilidade. Este mesmo trabalho demonstrou
que a variabilidade individual na composi¢cdo do plasma seminal ¢ um dos fatores que
determinam a congelabilidade do s€émen de garanhdes (AURICH et al., 1996).

Algumas pesquisas relataram que o plasma seminal pode levar a prejuizos na
fertilidade e congelabilidade do sémen. Estes trabalhos demonstraram que proteinas
presentes no plasma seminal podem levar a alteragdes bioquimicas, que aumentariam a
permeabilidade da membrana, promovendo injtria celular (MOORE & HIBBIT, 1976;
MOUSTAFA & MESZAROS, 1981).

Diversos trabalhos demonstraram que a criopreserva¢ao do sémen aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS induzem dano ao DNA

espermatico e causam rapida perda do potencial de fertilizacdo dos espermatozoides



através da peroxidagdo lipidica da membrana (BALL, 2008). Agentes antioxidantes
enzimaticos (catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase) e ndo enzimaticos
(albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, acido ascorbico, tocoferol e ergotionina) sdo
encontrados no plasma seminal, a fim de proteger os espermatozoides do dano celular
causado pelo estresse oxidativo (KANKOFER et al., 2005).

Kankofer et al. (2005) investigaram a atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase, assim como a lipoperoxidagdo em sémen equino
refrigerado. Estes autores observaram que a preservacio do sémen por 24 horas a 5°C
ndo alterou as atividades enzimaticas, bem como ndo aumentou a lipoperoxidagdo,
sugerindo que a atividade das enzimas inibe a peroxidagdo dos lipidios da membrana
pelas ROS.

Almeida (2006) avaliou diferentes concentracdes de plasma seminal (0%, 5%,
25%, 50%) na prote¢do contra o estresse oxidativo e danos na viabilidade de
espermatozoides equinos criopreservados e concluiu que a adigdo de plasma seminal
protege contra a peroxidacdo lipidica durante a criopreservacao. Entretanto, quando
utilizado em concentragdes acima de 25%, evidencia-se uma reducdo na viabilidade do
espermatozoide, indicando que baixas concentragcdes de plasma seminal sdo essenciais
para a manutengao da qualidade espermatica.

Entretanto, Love et al. (2005) constataram que a remog¢do prévia de plasma
seminal do sémen equino refrigerado por 24-48 horas protege a integridade do DNA
espermatico. Além disso, danos ao DNA aumentaram a medida que foi adicionado
plasma seminal as amostras, sugerindo que substancias que compdem o plasma seminal

sdo prejudiciais a integridade do DNA espermatico.



2.3 Colheita de espermatozoides da cauda do epididimo

A colheita de espermatozoides viaveis do epididimo tem sido relatada em
inumeras espécies, como bovinos (MARTINS et al., 2009), cervideos (MARTINEZ-
PASTOR et al., 2005a; MARTINEZ-PASTOR et al., 2006; FERNANDES-SANTOS et
al., 2009), caprinos (MARTINEZ-PASTOR et al., 2005b), felinos (GANAN et al.,
2009) e equinos (PAPA et al, 2008; HEISE et al., 2010). Estudos recentes
demonstraram que o numero total de espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo de garanhdes € superior ao encontrado em ejaculados (GRANEMANN,
2006; MURADAS et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011b). Além disso, estas células
apresentam motilidade progressiva igual ou superior aos espermatozoides do ejaculado

(TIPLADY et al., 2002; MONTEIRO et al., 2011b).

2.3.1 Técnicas de colheita de espermatozoides do epididimo

O objetivo geral da obtengdo de espermatozoides viaveis do epididimo ¢ a sua
utilizagdo em técnicas de reproducao assistida, como inseminagdo artificial (PAPA et
al., 2008; HEISE et al., 2010) e inje¢ao intracitoplasmatica de espermatozoides
(HERRERA et al., 2006).

Existem cinco métodos bdasicos para recuperacdo de espermatozoides do
epididimo. Usualmente, duas técnicas sdo aplicadas a colheitas in situ em pacientes
vivos e trés sdo utilizadas para colheita em pegas obtidas de animais mortos ou

castrados (GUERRERO, 2006).

2.3.1.1 Métodos utilizados para colheita in situ em pacientes vivos
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A aspiragdo microcirargica de espermatozoides do epididimo (MESA)
(TEMPLE-SMITH et al., 1985; SILBER et al., 1994) e a aspiragdo percutdnea de
espermatozoides do epididimo (PESA) (SHRIVASTAYV et al., 1994) sdo, normalmente,
aplicadas em humanos e representam um grande avango biotecnoldgico no combate a

infertilidade masculina.

2.3.1.2 Métodos utilizados para colheita em pecas obtidas de animais mortos ou
castrados
Método de Flutuacao

O método de flutuacao consiste em cortar ou fatiar a cauda do epididimo (Figura
la e 1b). Varias incisdes longitudinais sdo realizadas para expor os espermatozoides ao
meio exterior. Logo apds, a cauda do epididimo ¢ mantida em um meio gelatinoso,
possibilitando a migragdo dos espermatozoides para o meio (Figura 1c) e sua posterior
recuperagao atraveés de filtracao (YU & LEIBO, 2002). Apesar de ser frequentemente
aplicada a espécies de pequeno porte devido ao tamanho de seus epididimos, esta
técnica também pode ser utilizada na recuperacdo de espermatozoides do epididimo de

espécies de grande porte (HISHINUMA et al., 2003; GUERRERO, 2006).

FIGURA 1 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozoides pela técnica de flutuacdo
consistem: (a) separagdo da cauda do epididimo e remocao do tecido conjuntivo que recobre a cauda do
epididimo; (b) incisdes para proporcionar a migragdo dos espermatozoides do limen da cauda do
epididimo e (c) repouso para migracdo dos espermatozoides para o meio diluente (MONTEIRO et al.,
2009c¢).



11

Método de Perfuragéo

Na técnica de perfuragdo, a cauda do epididimo ¢ colocada em uma placa de
petri e o ducto epididimdrio ¢ perfurado com auxilio de uma agulha (BARTELS et al.,
2000) Posteriormente, as amostras sao filtradas e centrifugadas para diminuir a presenca
de detritos celulares. Esta técnica proporciona uma elevada taxa de recuperagdo de
espermatozoides, entretanto a viabilidade espermatica pode ser afetada devido a

exposi¢do a centrifugacdo e componentes sanguineos (GUERRERO, 2006).

Fluxo retrégrado da Cauda do Epididimo

A técnica de fluxo retrogrado na cauda do epididimo consiste na geracdo de
pressdao com o uso de uma seringa nos vasos deferentes até que os espermatozoides
epididimarios sejam carreados pelo diluente e extravasem pelo corte realizado na juncao
entre a cauda e o corpo do epididimo (GARDE et al., 1994). A recuperacao espermatica
média com esse método varia de 15 a 20 bilhdes de espermatozoides por epididimo
(BRUEMMER, 2006).

A técnica de fluxo retrogrado modificada, relatada por Granemann (2006),
consiste na separacdo do complexo testiculo-epididimo (Figura 2a) seguida pela
remog¢ao dos tecidos que envolvem o epididimo a partir da dissecacdo do tecido
conjuntivo que recobre a cauda do epididimo (Figura 2b). Apos desfazer os contornos
do ducto epididimdrio (Figura 2c), este deve ser seccionado em trés partes para facilitar

a lavagem.
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FIGURA 2 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozoides pela técnica de fluxo retrogrado
consistem: (a) separar o complexo testiculo-epididimo; (b) remover o tecido conjuntivo que recobre a
cauda do epididimo e (c¢) desfazer os contornos da cauda do epididimo (MONTEIRO et al., 2009c¢).

Para extrair os espermatozoides do epididimo, o segmento deve ser estendido na
posicdo vertical (Figura 3a, 3b e 3c) ¢ o diluente injetado no limen até que os
espermatozoides sejam carreados pelo diluente e recuperados na outra extremidade.
Com esta técnica, o numero de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo foi

superior aquele obtido do ejaculado (GRANEMANN, 2006).

FIGURA 3 — recuperagdo de espermatozoides do epididimo pela técnica de fluxo retrogrado: apos a
sec¢do do ducto da cauda do epididimo em trés partes ele é estendido na posigdo vertical e o diluente

injetado no ltmen até a outra extremidade (a, b, ¢) (MONTEIRO et al., 2009¢).

Um estudo realizado com cervideos por Martinez-Pastor et al. (2006) foram
comparados os método de fluxo retrogrado com a técnica de flutuagio para recuperagdo
de espermatozoides do epididimo. Foram observados maiores concentracdes

espermaticas quando utilizada a técnica de fluxo retrogrado. Além disso, estas amostras
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apresentavam menor quantidade de hemacias, o que pode ser considerado outra
vantagem no emprego do método de fluxo retrogrado.

A colheita de espermatozoides da cauda do epididimo em garanhdes mostrou-se
eficiente em recuperar células espermaticas (TIPLADY et al., 2002; JAMES et al.,
2002; BRUEMMER, 2006; MELO et al., 2008; PAPA et al., 2008). Além disso,
estudos demonstraram que o nimero total de espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo ¢ superior ao numero de espermatozoides obtidos por vagina artificial

(MURADAS et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011a; 2011b).

2.4. Fertilidade de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo

Embora a primeira prenhez utilizando espermatozoides congelados na espécie
equina tenha sido relatada em uma égua inseminada com espermatozoides recuperados
da cauda do epididimo (BARKER & GANDIER, 1957), por muito tempo, os estudos
com sémen equino limitaram-se a preservacao de sémen do ejaculado.

Somente nos ultimos anos, alguns pesquisadores intensificaram o estudo na
recuperacdo e preservacao de espermatozoides da cauda do epididimo (HERRERA et
al., 2006; MELO et al., 2008; PAPA et al., 2008; MONTEIRO et al., 2011a; 2011b).

Analisando a fertilidade, Morris et al. (2002) avaliaram o efeito da exposicao ao
meio Sperm-Talp sobre os espermatozoides provenientes do epididimo de garanhdes.
As taxas de concepcao destes espermatozoides foram avaliadas com e sem o contato
prévio das células com o meio Sperm-Talp. As inseminagdes foram realizadas por
histeroscopia, utilizando doses descongeladas de 0,5 mL cada, contendo 5x10°
espermatozoides moveis. Desta forma, foram obtidas taxas de concepcdo de 0 e 29%
nos grupos sem e com exposi¢ao prévia ao Sperm-Talp, respectivamente.

Heise et al. (2010) compararam a taxa de concep¢do de espermatozoides

recuperados da cauda epididimo e acrescidos ou ndo de plasma seminal (PS). A dose
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inseminante utilizada foi de 200x10° espermatozoides apresentando motilidade
progressiva. Com isto, os pesquisadores obtiveram taxas de concepcao de 55,6% com o
uso de espermatozoides do ejaculado a fresco, e de 38,9% com o uso de congelados. J&
com o uso de espermatozoides provenientes do epididimo, as taxas de fertilidade
obtidas na presenca do plasma seminal foram de 75,0% para espermatozoides frescos e
de 27,8% para espermatozoides congelados. Na auséncia do plasma seminal, estes
valores foram de 22,2% e 6,7% com o uso de espermatozoides a fresco e congelado,
respectivamente. Este estudo demonstrou a maior capacidade fecundante dos
espermatozoides obtidos do epididimo de garanhdes apos adicao de plasma seminal.

Morris (2002) relatou que inseminagdes histeroscopicas utilizando 200x10°
espermatozoides da cauda do epididimo resultaram em taxa de 45% de éguas gestantes
quando inseminadas a fresco. Utilizando a mesma dose inseminante com
espermatozoides congelados, obtiveram 18 e 8% de concepc¢do quando as éguas foram
inseminadas por histeroscopia e método convencional, respectivamente. Tais resultados
comprovam ser possivel a obtencao de produtos com espermatozoides do epididimo
mesmo com uma baixa dose inseminante.

Papa et al. (2008), comprovaram a fertilidade dos espermatozoides
criopreservados recuperados da cauda do epididimo sem contato com plasma seminal,
obtendo taxa de concepcao de 66,6% em éguas inseminadas no apice do corno com 800
x 10° de espermatozoides moveis pré-congelacdo. Mesmo com a alta taxa de concepgao
alcancada nessa pesquisa nao foi possivel comparar a fertilidade dos espermatozoides
da cauda do epididimo com os do ejaculado. Nesse sentido, Monteiro et al. (2011b)
compararam a fertilidade apo6s descongelagdo dos espermatozoides do ejaculado (gl),
recuperados do epididimo imediatamente apds orquiectomia (g2) e recuperados do

epididimo apos armazenamento de 24 horas a 5°C (g3). As inseminagdes artificiais



15

foram realizadas apos a ovulagdo utilizando 800 x 10° de espermatozoides méveis pré
congelagao no apice do corno uterino e as taxas de concepg¢do obtidas foram,
respectivamente, 61,5% (gl), 92,3% (g2) e 61,5% (g3), demonstrando que os
espermatozoides do epididimo sdo tdo férteis quanto os do ejaculado.

Monteiro et al. (2013b) compararam a viabilidade dos espermatozoides do
ejaculado e os recuperados da cauda do epididimo apds refrigeragdo. Os parametros
(motilidade total, motilidade progressiva e integridade de membrana) dos
espermatozoides do epididimo tanto 24 quanto 48 horas de refrigeracdo a 5°C foram
significativamente superiores (p<0,05) aos espermatozoides colhidos com vagina
artificial, demonstrando que estes espermatozoides sdo mais resistentes ao processo de
refrigeracao.

Outro estudo realizado por Monteiro et al. (2011a) demonstrou que os
espermatozoides da cauda do epididimo de garanhdes com baixa qualidade seminal
apresentaram resultados laboratoriais superiores aos do ejaculado (p<0,05). Além disso,
estes espermatozoides do epididimo pds-congelagao apresentaram taxa de concepgao de
25% em 8 éguas inseminadas pos ovulacdo na ponta do corno uterino utilizando dose de
400 x 10° de espermatozoides moveis. Estes estudos mostram que os espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo podem ser utilizados com €xito em biotecnologias
da reproducdo. Este técnica possibilita a utilizagdo de espermatozoides a fresco,

refrigerados ou congelados.



3. HIPOTESES
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3. HIPOTESES

Os espermatozoides do ejaculado de garanhdes subférteis possuem queda da
qualidade devido ao seu contato com secregdes das glandulas anexas, levando a maior
indice de alteragdes morfologicas, peroxidacdo lipidica, apoptose, fragmentagdo de
DNA e consequentemente menor fertilidade quando comparado aos espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo.

Existem diferencas na composicao ionica do plasma seminal de garanhdes com
alta e baixa fertilidade. O nivel eletrolitico anormal do plasma seminal de garanhdes
subférteis pode prejudicar a viabilidade espermatica e consequentemente a fertilidade.

A adicao de plasma seminal de garanhdes subférteis aos espermatozoides
provenientes da cauda do epididimo podem causar alteragdes na membrana plasmatica

acarretando em menor viabilidade espermatica.



4. OBJETIVO
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4. OBJETIVO
O presente trabalho tem por objetivo:

4.1 Comparar os parametros cinéticos e morfologicos e integridade da membrana
plasmatica de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo com os do
ejaculado de garanhdes subférteis.

4.2 Comparar o indice de apoptose, peroxidacao lipidica e fragmentacdo de DNA
apds descongelacdo de espermatozoides provenientes da cauda do epididimo
com os espermatozoides do ejaculado de garanhdes subférteis.

4.4 Comparar fertilidade de espermatozoides criopreservados da cauda do epididimo
de garanhdes subférteis com os espermatozoides colhidos por vagina artificial.

4.5 Andlises das concentragdes de Calcio, Zinco, Magnésio, Sodio, Potassio e
Selénio do plasma seminal de garanhdes com alta e baixa fertilidade.

4.6 Avaliar a viabilidade dos espermatozoides da cauda do epididimo de garanhdes

subférteis apos adicao de plasma seminal de garanhdes férteis e subférteis.
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publicacdo especificadas no Anexo III).

Criopreservacio e fertilidade de espermatozoides provenientes do ejaculado e da
cauda do epididimo de garanhdes subférteis
Monteiro, G. A.!, Ramires-Neto, C., Sancleir-Silva, Y. F. R., Hartwig, F. P., Crespilho,
A. M. %, Martin, 1., Freitas-Dell’Aqua, C. P. ! Papa, F. O. I
'Departamento de Reproducéo Animal e Radiologia Veterinaria, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP 18610-970, Brazil
Departamento de Reproducdo Animal,Universidade de Santo Amaro, UNISA, S&o

Paulo, Brazil

Resumo

Apesar dos beneficios proporcionados pelo plasma seminal durante a cobertura,
quando biotecnologias sdo utilizadas, como a inseminagdo artificial, sua fungdo ¢
questiondvel, visto que trabalhos utilizando espermatozoides da cauda do epididimo
acrescido ou nao do plasma seminal ndo apresentaram diferenga nas taxas de
concepcao. Além disso, estudos relataram efeito deletério das secregdes das glandulas
anexas sobre a viabilidade espermatica e taxa de concepgdo, principalmente em
garanhdes com baixa qualidade seminal. Neste sentido, o objetivo do presente estudo
foi comparar os parametros de cinética espermatica, viabilidade estrutural e fertilidade
dos espermatozoides recuperados do ejaculado e da cauda do epididimo de garanhdes
subférteis, além de avaliar diferengas na composicdo eletrolitica do plasma seminal de
animais com alta e baixa fertilidade. As avaliagdes das amostras seminais consistiram

na analise computadorizada das caracteristicas da motilidade (CASA, Thorne Research
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- HTM IVOS) e nas andlises de citometria de fluxo da integridade da membrana
plasmatica, da integridade acrossomal, da peroxida¢do das membranas espermaticas, da
fragmentacdo do DNA, da capacitagdo espermatica, da translocagdo de fosfatidilserina
da membrana e da ativacdo de caspase. Os resultados deste estudo demonstram que o
contato com as secregdes provenientes das glandulas anexas no momento da ejaculacio
¢ deletério, uma vez que apos descongelagdo os espermatozoides do epididimo
apresentaram superioridade nos parametros de cinética espermatica, viabilidade
estrutural espermatica e fertilidade quando comparados aos espermatozoides do
ejaculado. O fato dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo nao entrarem
em contato com o plasma seminal pode ser uma possivel causa da melhor viabilidade
encontrada nesse estudo, visto que o plasma seminal de garanhdes subférteis possui
altas concentragdes de sddio, sendo este achado uma possivel causa do efeito deletério.

Palavras-chave: criopreservagdao, cauda do epididimo, plasma seminal, sodio,

subfertilidade, equino.

1) Introducio

O epididimo ¢ um o6rgdo alongado enovelado localizado na superficie do
testiculo (Sullivan et al., 2005). Pode ser dividido anatomicamente em trés segmentos: a
cabeca, onde ocorre absor¢do de fluidos (Marengo, 2008) e aquisicdo de motilidade
progressiva pelos espermatozoides (Shivaji, 1988); o corpo, onde os espermatozoides
passam a apresentar capacidade fecundante; e por ltimo a cauda, cuja fun¢do basica ¢
armazenamento e manutencao das células espermaticas maturas (Shivaji, 1988).

A medida que os espermatozoides passam pelo epididimo eles sofrem
importantes alteracdes morfofuncionais (Barth and Oko, 1989). O efeito fisiologico da

aquisicdo de macromoléculas neste trajeto ndo ¢ completamente elucidado, mas ¢
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indispensavel a obtencao da capacidade de fecundagdo. Para estarem aptos a fecundar, ¢
necessario que os espermatozoides apresentem caracteristicas morfofuncionais normais,
caracteristicas estas adquiridas em sua formagao nos tubulos seminiferos e completadas
na passagem pelo epididimo e contato com secreg¢des das glandulas anexas (Nishimune
and Okabe, 1993).

O plasma seminal consiste em um fluido produzido pela rede testis, epididimo e
glandulas acessorias. Este fluido ¢ expelido em fragdes durante a ejaculacdo e tem a
funcao de transportar e fornecer substratos metabdlicos para os espermatozoides, além
de participar do processo de maturacdo (Troedsson et al., 2005) e capacitagdao
espermatica (Mari et al., 2011). Contudo o efeito da adicdo do plasma seminal ao s€émen
¢ contraditorio, devido a grande variabilidade de sua composi¢do bioquimica
apresentada no plasma seminal dos diferentes garanhdes (Aurich et al., 1996; Zahn et
al., 20006).

O conhecimento dos fatores do plasma seminal que podem desestabilizar a
membrana dos espermatozoides ¢ de extrema importancia. Estudos relataram que alguns
fons, como o célcio, magnésio, zinco (Barrier-Battut et al., 2002), sodio (Wite, 1988;
James et al., 1979) e selénio (Kendall et al., 2000), podem estar associados a alteragdes
da fungao espermatica. A célula espermadtica sofre influéncia do ambiente i6nico do
plasma seminal. Deste modo, niveis anormais de calcio, magnésio, zinco (Hong et al,
1884, Skandhan et al., 1992), potéssio e sodio (Alvarez and Storey., 1982) podem
afetar a capacidade de fecundacao dos espermatozoides.

O plasma seminal parece ser essencial na cobertura natural servindo como
carreador e protetor de espermatozoides. No entanto, quando biotecnologias como a
inseminacado artificial sdo utilizadas, sua fungdo ¢ questionavel visto que em trabalhos

anteriores utilizando espermatozoides da cauda do epididimo acrescido ou ndo do
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plasma seminal ndo apresentaram diferencas nas taxas de concepcdo (Morris et al.,
2002; Tiplady et al., 2002; Morris, 2004; Moore et al., 2005; Pasquini, et al., 2008).

O efeito da adi¢do do plasma seminal ao sémen ¢ contraditorio, devido a grande
variabilidade na composicdo bioquimica deste fluido entre garanhdes (Aurich et al.,
1996; Zahn et al., 2006; Love et al., 2010). Estudos anteriores relataram que a adi¢do
de plasma seminal obtidos de garanhdes de alta congelabilidade melhorou a qualidade
do sémen descongelado de garanhdes de baixa congelabilidade, ocorrendo o oposto
quando se adiciona o plasma proveniente de garanhdes de baixa congelabilidade
(Aurich et al., 1996). Adicionalmente, algumas pesquisas relataram que o plasma
seminal pode levar a prejuizos a fertilidade e congelabilidade espermatica (Aurich et al.,
1996; Moore and Hibbit, 1976). Este efeito deletério do plasma seminal pode ocorrer
devido a presenca de proteinas que causam alteragdes bioquimicas que aumentam a
permeabilidade da membrana, promovendo injuria celular (Moore and Hibbit, 1976;
Moustafa and Mezanos, 1981). Este efeito ndo estd completamente elucidado, no
entanto estudo recente realizado por Monteiro et al. (2011a) demonstrou que os
espermatozoides da cauda do epididimo apresentaram parametros cinéticos e
morfoldgicos superiores aos espermatozoides do ejaculado em garanhdes subférteis.

Como o conhecimento disponivel sobre o efeito da composicdo do plasma
seminal nos espermatozoides parece estar disperso e as vezes conflitante, representando
uma forte motivagdo para investigacdes nesta drea (Kareskoski and Katila, 2008). O
objetivo do presente estudo foi 1) comparar os pardmetros de cinética espermatica,
viabilidade estrutural e fertilidade dos espermatozoides criopreservados recuperados do
ejaculado com os obtidos da cauda do epididimo de garanhdes subférteis e 2) comparar

a composi¢do bioquimica de plasmas seminais de garanhdes férteis e subférteis.
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2. Material e métodos
2.1 Experimento I
2.1.1 Colheita e processamento espermatico

Foram utilizados oito garanhdes de diferentes racas (trés Mangalargas Paulista,
quatro Mangalargas Machador ¢ um Lusitano) com idade entre 5 a 10 anos de idade,
historico de subfertilidade e apresentando parametros de motilidade total e progressiva
menor que 50% e 25%, respectivamente.

Inicialmente, foram coletadas trés ejaculados de cada garanhdo com um
intervalo de 2 dias para eliminar possiveis cé¢lulas degeneradas da cauda do epididimo e
assim estabilizar os parametros espermaticos. Os oito animais foram utilizados nos
grupos 1 e 2, sendo assim seus proprios controles.

No Grupo 1 (EJ) foram colhidos, com intervalo de 1 semana, dois ejaculados
de cada garanhdo com vagina artificial modelo Botupharma - Botucatu'. Apés a retirada
da fragcdo gel a amostra seminal foi diluida na propor¢ao 1:1 (v/v) com o diluente Botu-
Sémen™”. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 600xg por 10 minutos, o
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido com o diluente Botu-Crio™* na
concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides totais por mL.

Apbs o envase em palhetas de 0,5 mL, as amostras foram transferidas em
geladeira Minitub® e permaneceram a temperatura constante de 5°C por 20 minutos.
Apds a refrigeragdo, as palhetas foram acondicionadas em caixa isotérmica de
polietilenocom capacidade de 45 litros, preenchida com nitrogénio liquido N, até a
marca de 3,5 cm de altura. As palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do

nivel do nitrogénio liquido por 20 minutos, e apds este periodo, foram imersas

! Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
2 Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
3 Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
* Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre, Brasil.
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diretamente no N, e armazenadas em botijoes criobioldgicos previamente as avaliagdes

seminais no mesmo, como demonstrado na figura 1.

Colheita de sémen com Vagina Artificial
Diluente de Diluente de
refrigeragao &
L/
o r

Centrifugacao espermatica 600g/10min

{E

i

[ Envase e vedagdo da palheta ]

FIGURA 1: Esquema do processamento dos espermatozoides do ejaculado.

Uma semana apds a ultima colheita de sémen com vagina artificial, os
garanhdes foram submetidos a orquiectomia bilateral. Imediatamente apos o
procedimento realizou-se a colheita dos espermatozoides da cauda do epididimo (Grupo
2, EP) pela técnica de fluxo retrégrado descrita por Garde et al. (1994). Baseado nesta
técnica o tecido conjuntivo que recobre o epididimo foi removido e os contornos do
ducto epididimdrio da cauda do epididimo foram desfeitos (Figura 2). Em seguida, o
ducto epididimario foi lavado sobre pressdo injetando o diluente a base de leite
desnatado (Botu-sémen®) no limen do mesmo, fazendo com que os espermatozoides
fossem carreados pelo diluente (Figura 3). A congelacdo dos espermatozoides do
epididimo apos a colheita seguiu 0 mesmo protocolo descrito para a congelagdo do

sémen do ejaculado (Grupo 1), como demonstrado na figura 4.
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FIGURA 2 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozoides pela técnica de fluxo retrogrado
consistem: separacdo do complexo testiculo-epididimo; remogdo do tecido conjuntivo que recobre a
cauda do epididimo; dissec¢do do tecido conjuntivo entre o ducto epididimario diminuindo os contornos
da cauda do epididimo.

FIGURA 3 — recuperagdo de espermatozoides do epididimo pela técnica de fluxo retrogrado: apds a
sec¢do do ducto da cauda do epididimo o mesmo foi estendido na posicdo vertical e o diluente foi
injetado no lumen até a outra extremidade (a,b,c).

FIGURA 4: Esquema do processamento dos espermatozoides do epididimo.
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2.1.2 Analise das amostras
2.1.2.1 Analise computadorizada do movimento espermatico (CASA) e integridade
de membrana plasmatica por microscopia de epi-fluorescéncia

Os espermatozoides coletados com vagina artificial ¢ da cauda do epididimo
foram avaliado pelo método computadorizado — CASA imediatamente apds a
recuperacio com diluente a base de leite Botu-sémen® (MO0), apods centrifugacio e
ressuspensdo com o diluente de congelacdo (M1), imeditamente apds a descongelagdo
(M2) e ap6s manutencao das amostras descongeladas a 20°C por 4 horas (M3) e 8 horas
(M4). Para isso as palhetas foram descongeladas a 46°C por 20 segundos (Dell’ Aqua Jr.
et al., 2001) e mantidas até 8 horas a 20°C.

A cinética espermatica foi avaliada através do sistema Hamilton Thorne
Research - HTM IVOS (Beverly, MA, USA) considerando os seguintes parametros:
porcentagens de espermatozoides com motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP) e de espermatozoides rapidos (RAP), velocidade progressiva (VSL, pum/s) e
velocidade de trajeto (VAP, um/s). Uma aliquota foi destinada a andlise de integridade
de membrana plasmatica (IMP) por microscopia de epi-fluorescéncia (Leica
Microsystem — DMLB, Ernst-Leitz-Strabe, Wezlar Germany) usando 20 pL de 6-
Diacetato de carboxifluoresceina (concentration, 0.46 mg/mL) e 10uL de iodeto de
propidio (0.5 mg/mL) (Harrison and Vickers, 1990). Além disso, a morfologia
espermatica foi avaliada por meio de esfregagos corados pelo método de Karras

modificado por Papa et al. (1988).

2.1.2.2 Analises por citometria de fluxo
As andlises de citometria de fluxo foram realizadas no sémen apds a

descongelacdo das palhetas a 46°C por 20 segundos (Dell’Aqua Jr., 2001). Para estas
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andlises foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain
View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW, vermelho 640-nm, 40
mW e violeta 405-nm, 100 mW. Apds a andlise, os dados foram arquivados para

posterior avaliacdo através do software FACSDiva™ software V6,2.

- Avaliagao da integridade da membrana plasmatica e acrossomal

Para a avaliacdo de integridade das membranas plasmatica e acrossomal foram
utilizadas as sondas iodeto de propidio (IP; P4170, Sigma) e FITC-PSA (L-0770,
Sigma) de acordo com protocolo desenvolvido por Arruda et al. (2003), acrescido da
adicdo de Hoechst 33345 (14533, Sigma) de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2011).
Assim, em uma amostra de 100 pL de sémen diluido em TALP na concentragdo de
10x10° espermatozoides/mL foram adicionados 5 puL de IP (50pg/mL) e 0.5 pL de
FITC-PSA (1 mg/mL) e 5 uL de Hoechst (100pg/mLa), e entdio homogeneizados e
incubados por 10 minutos a 37°C por 10 minutos, apds a incubagdo foi acrescido 400

uL de TALP para um leitura de 500 a 600 eventos por segundo.

- Avaliacao da peroxidacao das membranas espermaticas

Este ensaio foi realizado utilizando a probe C11-BODYPY (D-3861; Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA). Assim, em uma aliquota de 100 pL do sémen
diluido em TALP a uma concentracdo de 10x10° espermatozoides/mL foi acrescido
mais 399,5uL de TALP, para uma concentracdo de 1x10° espermatozoides e 0,5uL da
sonda C11BODIPY581/591 (1mg/mL - Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA)
por 20 minutos a 37°C. Apos o periodo de incubagdo a amostra foi centrifugada a 300g
por 5 min e ressuspendida para 500 pL, e entdo, foi adicionados 5 pL. de IP (50pg/mL)

e 5 pL de Hoechst (100pg/mL; Freitas-Dell’Aqua, 2011). A amostra foi novamente



43

incubada por 10 minutos a 37°C. Para a avaliacdo da peroxidacdo das membranas
espermaticas foram consideradas apenas as células com a mebrana plasmatica integras

(IP-) e marcadas para peroxidacdo das membranas plasmaticas.

- Avaliac¢ao do indice da fragmentacdo do DNA

Esta andlise foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Evenson
(1986). Assim, em uma amostra de 100 pL de sémen diluido, em solu¢do tampdo
(0,186g de EDTA dissodico, 0,790g de Tris-HCI, 4,380g NaCl em 500 mL &4gua
deionizada, pH 7.4) na concentragio de 1x10° espermatozoides/mL foram adicionados
400 pL de solucao detergente acida (2,19 g NaCl, HCI 1,0 mL de 2N solugao, 0,25 mL
Triton-X, em gsp. 250 ml de 4gua deionizada, pH 1,8). A mesma foi incubada por 30
segundos e entdo foi acrescido 1mL de solucdo corante de laranja de acridina (AO;
3,8869 g de acido citrico mono-hidratado, 8,9429 g Na,HPO,, 4,3850g NaCl, 0,1700g
de EDTA dissodico, 4 ug/ml de solucao laranja de acridina — 1 mg/mL, em gsp. 500 ml
de agua, pH 6.0), a qual foi incubada por mais 30 segundo ao abrigo da luz. O indice de
fragmentacdo de DNA (IFDNA) foi gerado a partir da andlise de 10.000 células
marcadas com laranja de acridina. Os dados gerados foram analisados pelo software
WinList 6.0 (Verify software house). O IFDNA ¢ a proporgdo, expressa em
porcentagem do DNA do espermatozoide, do DNA fragmentado (fluorescéncia
vermelha) dividida pela fluorescéncia total, ou seja, a soma do DNA fragmentado

(fluorescéncia vermelha) com o DNA ndo fragmentado (fluorescéncia verde).

- Avaliacdo da capacitacio espermatica
Para esta andlise em 100 pL de sémen, previamente diluido em TALP na

concentragdo de 10x10° espermatozoides por mL, foram acrescidos 900 uL de TALP
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para uma concentragio de 1x10° espermatozoides, desta nova concentragio 150 pL
foram colocados em um tubo de SmL, e entdo, foi adicionados 5 pL de IP (50pg/mL) e
5 uL de Hoechst (100pg/mL; Freitas-Dell’Aqua, 2011) e incubados por 10 minutos a
37°C. Apos a incubacdo foi adicionado 5 pL do anticorpo antifosfotirosina (100 pg/mL-
CLONE PY-20, F0426 — Sigma), previamente diluido em uma solugdo super saturada
de O-Phospho-L-tyrosine (P9405, Sigma) de modo que a concentracao final do
anticorpo fosse 2 pg/mL, foi entdo acrescida a solugdo e incubada por mais 5 minutos
nas mesmas condicdes. Para a avaliagdo da capacitacdo espermatica foram consideradas

apenas as c¢lulas com a mebrana plasmatica integras (IP-) e marcadas com o anticorpo.

- Avaliacao da translocacao de fosfatidilserina da membrana

Para esta avaliagdo, foram utilizadas as sondas anexina V—-APC (550475;
Pharmingen) de acordo com as recomendagdes do laboratorio, acrescido de Hoechst
33345 (14533, Sigma) de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2011). Assim, 100 pL de
sémen diluido em TALP na concentracdo de 10x10° espermatozoides/mL foram
adicionados em um tubo de cultura de 5 mL e, entdo, acrescido de 5 uL de anexina V-
FITC e adicionados 5 puL de IP (50pg/mL) e 5 uL de Hoechst (100ug/mL) e 400 uL de
solug¢ao tampao de anexina V (10 mM Hepes/NaOH — pH 7,4 — 140 mM NaCl, 2,5 mM
CaCl2). As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. As células observadas durante a analise foram classificadas como
células viaveis (An-/PI-), células viaveis com translocagdo fosfatidilserina (An+/PI-),
células lesadas com fosfatidilserina translocacdao (An+/PI+), ou células mortas (An+/PI).
O indice de translocac¢ao de fosfadidilserina foi calculado com base na relagdo entre o

numero de Ant+/ PI-, e o nimero total de An-/PI- (Ricci et al., 2002).
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- Avaliacao da ativacio de caspase

A associagdo de FITC-VAD-FMK (G7462, Promega, Madison WI, EUA) foi
utilizada como marcadora in situ de caspase ativada e IP de acordo com as
recomendagdes do laboratério também acrescido de Hoechst 33345 (14533, Sigma) de
acordo com Freitas-Dell’Aqua (2011). Assim, em 100 pL de sémen diluido em TALP
na concentragdo de 10x10° espermatozoides por mL, foram acrescidos 900 pL de TALP
para uma concentra¢io de 1x10° espermatozoides, nesta solucdo foi 1 pL de FITC-
VAD-FMK a 5mM, e entdo homogeneizada e incubada a temperatura ambiente ao
abrigo da luz por 20 minutos. Apos a incubagdo esta solucdo foi lavada 2 vezes
(300g/5min) e ressuspendida em TALP na concentragdo inicial, e entdo, foi adicionado
S uL de IP (50 pg/mL) e 5 uL de H3342 (100 pg/mL) e incubados por 15min ao abrigo
da luz. As células observadas durante a analise foram classificadas como células viaveis
(Caspase-/PI-), células viaveis com caspase ativada (Caspase+/PI-), células lesadas com
caspase ativada (Caspaset+/PI+), ou células mortas (Caspase+/PI-). O indice de
translocacao de fosfadidilserina foi calculado com base na relacao entre o niumero de

Caspase+/ PI-, e o nimero total de Caspase-/PI- (Ricci et al., 2002).

2.1.3 Teste de fertilidade

Para o teste de fertilidade, foram utilizados 62 ciclos de 31 éguas, sendo que
cada uma delas foi inseminada duas vezes com espermatozoides pds-descongelacao,
provenientes do ejaculado e do epididimo, de maneira randomizada. Quando
constatado foliculo com 35 mm foi administrado 2 mg de GnRH (deslorelina), a partir
deste instante as éguas foram acompanhadas de 6 em 6 horas até a deteccdo da
ovulagio e neste momento realizou-se a inseminagdo com pool de 800x10° de

espermatozoides totais, sendo uma palheta de cada garanhdo (n=8). Para isso, o s€émen
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foi descongelado a 46°C por 20 segundos e depositado na extremidade do corno uterino
através do desvio por manipulagio retal da pipeta flexivel’. O diagndstico de gestagio

foi realizado por exame ultrassonografico transretal entre 14 ¢ 15 dias ap6s a ovulagao.

2.1.4 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi realizada ANOVA utilizando o software Proc GLM
9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Para o modelo estatistico foram considerados
os efeitos isolados do momento de avaliagdo espermatica (momento 0 a 4), dos
reprodutores (n=8 garanhdes) e do tratamento (espermatozoides do ejaculado e do
epididimo), bem como suas interagdes, sobre os parametros de movimento avaliados
através de CASA e sobre a viabilidade espermatica avaliada em citometria de fluxo.

A andlise do modelo linear geral de variancia foi aplicada para identificar
diferencas nos indices de fertilidade de acordo com o tratamento e foram separados
usando Studente-Newmane-Kuels.

O nivel de significancia estatistica foi definido como p<0,05.

2.2 Experimento 11
2.2.1 Coleta de sémen

Para a avaliagdo da composi¢ao bioquimica do plasma seminal foram utilizados
18 animais férteis e com alta qualidade espermatica cujos pardmetros de motilidade total
e progressiva eram > 80% e 40%, respectivamente. Além disso, foram utilizados 12
garanhdes com historico de subfertilidade apresentando parametro de motilidade total e

motilidade progressiva menor que 50% e 25%, respectivamente.

* Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre-RS, Brasil
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Inicialmente, trés ejaculados de cada garanhdo foram coletados com intervalo de
dois dias com objetivo de eliminar possiveis células degeneradas da cauda do epididimo
com a finalidade de estabilizar os pardmetros espermaticos. Posteriormente todos
animais foram submetidos a duas colheitas de sémen com vagina artificial modelo

Botupharma - Botucatu® com intervalo de uma semana.

2.2.2 Preparacio das amostras de plasma seminal

Ap6s a colheita o sémen foi centrifugado em tubos plasticos de 15mL a 1000xg
por 15 minutos, repetindo o procedimento por 3 vezes, trocando-se o frasco sem
ressuspensao do pellet. O sobrenadante final foi envasado em criotubos, imediatamente
congelado em freezer a -20°C e posteriormente transferidos para freezer a -80°C, onde

foram mantidos até o processamento.

2.2.3 Analise seminal

Os espermatozoides colhidos com vagina artificial foram avaliados
imediatamente apds a colheita pelo método computadorizado — CASA perante aos
seguintes parametros: percentagens de espermatozoides com motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP) e de espermatozoides rapidos (RAP), velocidade linear
progressiva (VSL, um/s) e velocidade angular progressiva (VAP, um/s). Uma aliquota
de cada grupo foi destinada a andlise de integridade de membrana plasmatica (IMP) por
microscopia de epi-fluorescéncia (Leica Microsystem — DMLB, Ernst-Leitz-Strabe,
Wezlar Germany) usando 20 pL de 6-Diacetato de carboxifluoresceina (concentragdo,
0.46 mg/mL) e 10uL de iodeto de propidio (0.5 mg/mL) segundo Harrison and Vickers.

(1990).

6 Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
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2.2.4 Analise de plasma seminal

As dosagens de sodio e potassio foram analisadas através de espectrometria de
emissdo atomica (Saleh et al., 2013). As dosagens de célcio, zinco e magnésio foram
realizadas por espectrometria de absorcdo atomica por chama (Espectrofotometro
Shimadzu AA 6800; Silva et al., 2011). O selénio, foi dosado utilizando espectrometria

de absorcao atdmica em forno de grafite (Varian AA-800; Saleh et al., 2013).

2.2.5 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi realizada ANOV A utilizando o software Proc GLM
9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Para o modelo estatistico foram considerados
os efeitos isolados do tratamento (garanhdes férteis e subférteis), bem como suas
interagdes, sobre os parametros de movimento avaliados através de CASA.

Para analise das variaveis: célcio, zinco, magnésio, potassio, soédio e selénio.
Fizemos uma analise de variancia (ANOVA) dos dados usando o modelo linear geral
(GLM) no pacote sistema de analise estatistica (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

O nivel de significancia em todas as andlises foi considerado significativo

quando p<0,05.
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3. Resultados

3.1. Experimento I

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrido de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos
(RAP) e integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e dos
espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis imediatamente apds a

recuperacao (MO).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ 27,1£16,2 8,6+7,6 96,1+91,0° 71,2+14,1 29,1+17,2 38,3+14,6
EP 26,9+16,6 9,146,6 91,0+12,1° 73,8+10,2 17,9+14,2 77,1+8,4°
P 0,9575 0,8251 0,0154 0,6139 0,202 <0,0001

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrio de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos
(RAP) e integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e dos
espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis apos centrifugagio e

ressuspensdo com diluente de congelagdo (M1).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ 34,9+14,6 10,7+5,8" 87,1+14.4 64,7+9,4 26,4+12,4°  33,5+13,1°
EP 73,0+9,8° 27,149,1° 96,0+14,9 72,4+8.9 54,3+16,0° 71,0+8,5°
P <0,0001 <0,0001 0,2168 0,1416 0,0001 <0,0001

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos
(RAP) e integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e dos
espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis apos descongelagio

(M2).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ 13,1£10,2° 4.4+3 6 76,2+11,3 65,9+8,1 7,245.6° 18,5+7,6%
EP 32,5+13,0° 12,248,9° 82,1+10,1 65,5+7,7 19,4+11,6° 38,9+49,6°
P <0,0001 0,0008 0,4075 0,9329 0,0045 <0,0001

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 4 - Valores médios e desvio padrao de integridade de acrossomo (IAC), integridade de membrana
plasmatica e acrossomo integros (PMAI), indice de fragmenta¢do de DNA (IFDNA), indice de
translocacdo de fosfatidilserina na membrana (ANEX), indice de ativac@o de caspase (CASP), indice de
capacitagdo (CAP) e indice de peroxidacdo das membranas espermaticas (PER) dos espermatozoides do
ejaculado (EJ) e dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis

apos descongelagdo (M2).

Grupos IAC (%) PMAI(%) IFDNA (%) ANEX (%) CASP (%) CAP (%) PER (%)

EJ 52,4+11,2°  18,0+7,4° 2.2+1,0° 2,542,6° 6,0+4.2 1,0+0,5 44420
EP 73,4+7,6° 38,2+49,5° 1,1£0.3° 1,942,1° 3,34£3,5 0,5+0,4 5,3+4,1
P <0,0001 <0,0001 0,0004 0,0069 0,05 0,0841 0,57

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL) e espermatozoides rapidos
(RAP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo

(EP) de garanhdes subférteis mantidos quatro horas a 20°C apo6s descongelagdo (M3).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%)

EJ 15,7+11,4° 4,4+4 0 79,8+9,0 64,0+7,2 7,8+6,2°
EP 35,5+14,9° 11,2+6,7° 83.8+11,4 65,3+6,6 22,2+13,2°
P 0,0004 0,0112 0,6285 0,8243 0,0038

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 6 - Valores médios e desvio padrio de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL) e espermatozoides rapidos
(RAP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo

(EP) de garanhdes subférteis mantidos oito horas a 20 °C apos descongelagido (M4).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (nm/s) VSL (nm/s) RAP (%)

EJ 5,654 1,1£1,3 64,4+32,6 54,8426.9 2,743,1°
EP 27,3+17,3° 7,745,5° 86,0+13,9° 66,0+7,4 16,3x14,9°
P 0,0001 0,0132 0,0103 0,0654 0,0057

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

Tabela 7 - Valores médios e desvio padrio de defeitos morfologicos dos espermatozoides do ejaculado (G1) e
da cauda do epididimo (G2) de garanhdes subférteis realizados por meio de esfregacos corados pelo método de

Karras modificado.

Grupos Cabeca* ] Peca Cauda*** Total
intermediaria**
EJ 6,8+4,9 4,4+4,1 41,6423,4° 52,8421,53°
EP 3,842,5 2,842,5 18,7+17,4° 24,9+18,8°

* Cabega estreita na base, cabeca subdesenvolvida, cabega isolada patologica; ** Pseudogota, edema e fratura de pega intermediaria;

*#** Cauda dobrada, cauda fortemente dobrada ¢ cauda enrolada. Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si

(p<0,05).
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Tabela 8 — Taxa de prenhes de éguas inseminadas com espermatozoides provenientes do ejaculado (G1) e da

cauda do epididimo (G2) de garanhdes subférteis.

Grupos Eguas Vazias Eguas Prenhes Taxa de concepcio
EJ 24 7 22,6%"
EP 16 15 48,4%°

. Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

3.2. Experimento II

Tabela 9 - Valores médios e desvio padrido de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos
(RAP) e integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides de garanhoes férteis (FERT) e

subférteis (SUBFERT) imediatamente apds a colheita de sémen.

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

FERT 87.3+4,6° 49,2472 127,013,0° 100,3+9,0° 81,446,5 77,348,1?
SUBFERT 33,1£17,3°  12,049,54° 97,2+20,1° 72,5+13,9° 26,7€15,4°  41,8+13,3

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05),

Tabela 10 - Valores médios e desvio padrdo das concentragdes de Calcio (Ca), Zinco (Zn), Magnésio

(Mg), Sodio (Na), Potassio (K) e Selénio (Se) do plasma seminal de garanhdes férteis (FERT) e subférteis

(SUBFERT).
Grupos Ca(mg/dL) Zn Mg Na (mg/dL) K Se (ng/L)
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
FERT 16,0£10,4 0,09+0,04 8,148.,6 0,7+0,2° 93442 8,3+4.9
SUBFERT 12,3+5,2 0,08+0,03 6,0+8,2 0,90,5" 7,843.6 8.4+4.6
P 0,1103 0,1635 0,3528 0,023 0,1509 0,7116

Os valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
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4. Discussiao

Antigamente acreditava-se que a presenga do plasma seminal fosse essencial no
processo de fecundagdo. Contudo, pesquisas demonstraram que espermatozoides
provenientes da cauda do epididimo, sem qualquer contato com plasma seminal, tém
qualidade espermatica e fertilidade similar ou superior ao de espermatozoides do
ejaculado (Tiplady et al., 2002; Monteiro et al., 2011b). Além disso, substancias
presentes no plasma seminal de garanhdes podem apresentar efeito deletério sobre a
viabilidade espermatica (Brinsko et al., 2000; Andrade, 2009; Monteiro et al., 2011a,
Ramires-Neto et al., 2013, Monteiro et al., 2013a).

No presente estudo ndo foi observada diferenca nos parametros de motilidade
total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade linear progressiva (VSL) e
espermatozoides rapidos (RAP) entre os grupos Gl (EJ) e G2 (EP) de garanhdes
subférteis imediatamente apods a recuperacao dos espermatozoides (MO; tabela 1). Esses
resultados corroboram com os reportados por Monteiro et al. (2011b) os quais
demonstraram similaridade nos parametros de cinética espermatica nos espermatozoides
recuperados do epididimo quando comparados aos espermatozoides do ejaculado.

No entanto, a partir da ressuspensao dos espermatozoides com o diluente de
congelacdo (M1; Tabela 2) e apds a descongelagao (M2, tabela 3; M3, tabela 5 e M4,
tabela 6), os espermatozoides oriundos do epididimo apresentaram melhor preservagao
para os pardmetros MT, MP e RAP em relagdo aos espermatozoides do ejaculado. Os
resultados obtidos nos momentos M1 e M2 divergem dos observados por Monteiro et
al. (2011b) que nao constataram diferencas nos parametros de cinética espermatica entre
espermatozoides do ejaculado de garanhdes com alta qualidade espermatica. Contudo,
no experimento realizado por Monteiro et al. (2011a) em garanhdes com baixa

qualidade seminal os resultados foram semelhantes ao presente estudo. Nos momentos
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M3 e M4 a superioridade dos resultados parametros de cinética e viabilidade
espermatica corroboram com resultados anteriormente citados por Monteiro et al.
(2013b).

Na analise realizada por citometria de fluxo apds a descongelagdo espermatica,
foi constatada superioridade na integridade da membrana plasmatica e acrossomo no
grupo EP em relagdo ao grupo EJ (tabela 4). Esse achado pode resultar em melhores
indices fertilidade dos espermatozoides do epididimo, pois para que ocorra o
metabolismo normal do espermatozoide, capacitacdo e reacdo acrossomica ¢ essencial
que a membrana plasmatica (Januskauskas et al., 2000) e acrossomo estejam integros
(Silva and Gabella, 2006).

Na avaliagdo do indice de fragmentacdo de DNA (IFDNA) ap6s a descongelacao
(M2) pode-se constatar maior susceptibilidade do DNA a desnaturagdo dos
espermatozoides do grupo EJ em relacdo ao EP. Resultado semelhante foi relatado por
Love et al. (2005), que demostraram haver aumento da fragmentagdo do DNA
espermatico na presengca do plasma seminal e este fato pode levar a reducdo da
fertilidade da amostra seminal.

No presente estudo foi constatado maior indice de translocagdo de fosfolipidios
de membrana (ANEX) nas células provenientes do grupo EJ quando comparadas ao
grupo EP, o que pode estar relacionado aos maiores indices apoptdticos ou maior
fragilidade da membrana plasmatica dos espermatozoides do ejaculado. Esta hipotese é
ratificada por Martin et al. (1995) que relataram que durante a apoptose ha exposi¢ao da
fosfatidilserina que normalmente estd no interior da membrana. Esta translocacdo da
fosfatidilserina progride para uma lesdo na membrana, sendo esta utilizada como
marcador precoce da deterioragdo da membrana plasmatica (Anzar et al., 2002). Além

disso, outra forma de avaliar apoptose celular ¢ a avaliacdo da ativagdo da caspase.
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No presente estudo a porcentagem de células com ativagdo de caspase foi
superior no grupo EJ. Esta observagdo sugere novamente uma diminui¢do da
viabilidade dos espermatozoides do ejaculado, fato que também pode estar
correlacionado com menores indices de fertilidade neste grupo. Esta teoria é suportada
por estudos que demonstraram que a maior incidéncia de apoptose pode ser um
marcador de diagnostico da qualidade do espermatozoide (Ortega and Ferrugosa, 2008),
como se mostra pelo aumento de coloragdo de caspase-3 em homens inférteis (Wang et
al, 2000).

Em relacdo a analise de capacitagdo espermatica (tabela 4), ndo foi constatada
diferenca entre espermatozoides do ejaculado e epididimo (0,05<p<0,1). Estes achados
contrastam com resultados relatados por Sostaric et al. (2010) que mostraram valores
mais elevados nos epermatozoides do ejaculado quando comparados aos recuperados do
epididimo.

A melhor viabilidade espermatica encontrada nos espermatozoides do epididimo
demonstrada neste estudo ¢ particularmente importante em equinos, visto que as éguas
possuem fisiologicamente longos periodos de estro e, portanto, requerem uma maior
atencdo para insemina-las o mais proximo do momento da ovulagdo. Este fato torna-se
ainda mais relevante com a utilizacdo de espermatozoides criopreservados, pois estes
possuem menor viabilidade e longevidade em comparacdo aos espermatozoides frescos
(Watson, 2000, Andrade, 2009).

Uma vez que a principal diferenca entre os espermatozoides da cauda do
epididimo e do ejaculado € a exposi¢do temporaria ao plasma seminal (Sostaric et al.,
2010), pode-se sugerir que a maior viabilidade espermatica dos espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo encontrada no presente estudo pode ser explicada

pela auséncia de contato destas células com o plasma seminal. Esta hipotese ¢
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sustentada por estudos que demonstraram efeito deletério da presenca de mais de 20%
de plasma seminal provenientes de garanhdes de baixa congelabilidade sobre a
viabilidade espermatica (Aurich et al.,, 1996) e refrigeracdo seminal (Brinsko et al.,
2000; Monteiro et al., 2013a; Ramires- Neto et al., 2013). Além disso, estudos relataram
que proteinas contidas no plasma seminal podem promover alteracdes bioquimicas,
levando a danos na membrana plasmatica que podem acarretar em prejuizos na
fertilidade e congelabilidade espermatica (Moore et al., 1976; Moustafa and Mezaros,
1981).

Na Tabela 7 pode-se observar maior porcentagem de defeitos morfologicos de
cauda e totais nos espermatozoides do ejaculado quando comparados com
espermatozoides da cauda do epididimo, indicando que ha uma interagdo deletéria entre
o plasma seminal e os espermatozoides, no momento da ejaculagdo, levando a queda de
viabilidade estrutural celular e aumento da porcentagem de defeitos de cauda, o que
consequentemente acarreta em queda da motilidade nos espermatozoides do ejaculado.
Estes achados corroboram com resultados obtidos por Monteiro et al. (2011a) em
garanhdes com baixa qualidade seminal e diferem de resultados de Monteiro et al.
(2011b) em garanhdes de alta qualidade seminal. Além disso, estudos realizados em
bovinos por Silva et al. (2003) e Martins et al. (2007) detectaram maior frequéncia de
defeitos morfologicos em amostras do epididimo quando confrontadas ao sémen do
ejaculado.

Os resultados de fertilidade encontrados neste estudo demonstraram que os
espermatozoides recuperados do epididimo de garanhdes subférteis apresentaram maior
capacidade fecundante em relacdo aos do ejaculado (p<0,05) (tabela 8). Estes resultados
contrastam com os obtidos por Monteiro et al. (2011b) que obtiveram taxa de

concepcao similar entre os dois grupos e também diferem de Heise et al. (2010), os
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quais obtiveram menor taxa de concep¢do com o uso dos espermatozoides recuperados
do epididimo, sem exposicdo ao plasma seminal, quando comparados com
espermatozoides do ejaculado. As diferencas entre os estudos em relagdo as
caracteristicas seminais dos garanhdes, metodologia de processamento dos epididimos,
diluente de congelagdo e o protocolo de inseminagao artificial podem ter contribuido
para obtencdo de resultados contraditdrios.

As taxas de concepcdo dos espermatozoides do epididimo obtidos no presente
estudo foram superiores as obtidas por estudos anteriores com espermatozoides a fresco
(Morris et al., 2002; Heise et al., 2010) ou congelado (Barker e Gandier, 1957; Morris et
al., 2002; Heise et al., 2010), semelhantes as observadas por Papa et al. (2008) e
inferiores as observados por Monteiro et al. (2011b) com espermatozoides
criopreservados. Entretanto, diferentemente dos estudos anteriores, a taxa de concepcao
dos espermatozoides do epididimo foram superiores aos do ejaculado, demonstrando
que os espermatozoides do epididimo de garanhdes subférteis apresentaram melhor
viabilidade espermadtica tanto pré quanto pos congelagdo. Estes resultados suportam a
hipotese de que os espermatozoides epididimatios € menos sensivel ao choque a frio e,
por conseguinte mais resistente a congelagao (Johnson et al., 1980, Monteiro et al,
2013b).

No experimento 2, houve expressiva diferenga entre os valores de cinética
espermatica (MT, MP, VAP e VSL) e integridade de membrana plasmatica entre os
espermatozoides de animais com alta e baixa fertilidade (tabela 9). No entanto, ndo foi
constatado diferenga na concentragdo da maioria dos eletrolitos analisados no plasma
seminal (Ca, Zn, Mg, K e Se), com excecdo do sddio que apresentou concentracdo mais
elevada em garanhdes subférteis (tabela 10). O plasma seminal de garanhdes ¢

composto por altas concentra¢des de sodio quando comparado a outras espécies (Mann,
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1981). Esta caracteristica pode prejudicar a qualidade espermatica, visto que altos niveis
de sdédio e potassio no meio podem induzir peroxidagcdo lipidica espontinea na
membrana espermatica (Alvarez and Storey, 1982). Portanto, ¢ possivel que as altas
concentragdes de sodio presentes no plasma seminal dos garanhdes com baixa
fertilidade tenham contribuido para a diminuicdo dos parametros de motilidade e
integridade de membrana dos espermatozoides do ejaculado no presente estudo. Essa
hipotese ¢ ratificada por Kareskoski et al. (2005) que demonstraram que o fluido pré-
espermatico de garanhdes possui altas concentragdes de ClI” e Na', substancias estas
reportadas como nocivas a sobrevivéncia espermatica durante a refrigeracdo e
armazenagem (Nishikawa, 1959; Padilla AND Foote, 1991; Kareskoski et al., 2006).

As altas concentracdes de sodio encontrada no presente estudo em animais
subférteis sugere que a avaliagdo  diagnostica de plasma  seminal
deve ser considerada quando suspeita-se de subfertilidade. Além disso, este achado
pode explicar a acao deletéria do plasma seminal na refrigeragdo (Ramires-Neto et al.,

2013) e na congelacao espermatica (Aurich et al., 1996; Monteiro et al., 2011a).

5. Conclusao

Com base nos resultados do presente estudo pode-se concluir que os
espermatozoides recuperados da cauda do epididimo de garanhdes subférteis possui
melhor viabilidade quando comparado aos espermatozoides do ejaculado.

Apds a descongelacdo os espermatozoides do epididimo apresentaram também
superioridade nos parametros de cinética espermatica (MT, MP, RAP), viabilidade
estrutural espermatica (IMP, IAC, PMAI, IFDNA, ANEX e CASP) e fertilidade quando

comparado aos espermatozoides do ejaculado.
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O plasma seminal de garanhdes subférteis apresenta maiores concentragdes de
s6dio no plasma seminal quando comparado aos garanhdes férteis, sendo este achado
uma possivel causa do efeito deletério do plasma seminal nestes animais ¢ que pode

representar um possivel marcador de fertilidade.
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Trabalho a ser enviado para a revista Animal Reproduction Science (normas de

publicacdo especificadas no Anexo III).

Influencia da adicio de plasma seminal de animais de alta e baixa fertilidade na
criopreservacio de espermatozoides do ejaculado e da cauda do epididimo de
garanhdes subférteis
Monteiro, G. A.l, Ramires-Neto, C.l, Sancleir-Silva, Y. F. R.l, Freitas-Dell’ Aqua, C.
P.l, Hartwig, F. P.l, Papa, P.M.l, Pantoja, J.l, Papa, F. O,l'
'Departamento de Reproducédo Animal e Radiologia Veterinaria, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP 18610-970, Brazil

Resumo

Apesar dos beneficios proporcionados durante a cobertura, o plasma seminal tem sido
reportado como deletério a preservagao espermatica. Muitos estudos tém questionado a
necessidade do plasma seminal no processo de fecundagdo, ja que espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo sem contato com plasma seminal apresentaram alta
taxa de concepg¢ao. Neste sentido, o objetivo do presente estudo € comparar o efeito da
adicado de plasma seminal de garanhdoes de alta e baixa fertilidade sobre a
congelabilidade e viabilidade dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e recuperados da
cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis. As avaliagdes das amostras seminais
consistiram na andlise computadorizada das caracteristicas da motilidade (CASA,
Thorne Research - HTM IVOS) e nas andlises de citometria de fluxo da integridade da
membrana plasmatica, da integridade acrossomal, da peroxidacdo das membranas
espermaticas, da fragmentacdo do DNA, da capacitagdo espermatica e da translocagao
de fosfatidilserina da membrana. Os resultados deste estudo demonstram que as

secregOes provenientes das glandulas anexas no momento da ejaculagdo sao deletérias a
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qualidade espermatica de garanhdes subférteis apoOs criopreservagdo, afetando
principalmente viabilidade da membrana plasmatica, acrossoma e DNA dos
espermatozoides. Além disso, foi constatado que a adi¢do de 20% de plasma seminal de
animais férteis e subférteis previamente a congelacdo dos espermatozoides da cauda do
epididimo ndo prejudicou a qualidade espermatica.

Palavras-chave: criopreservacao; cauda do epididimo; espermatozoides; subfertilidade;

plasma seminal, s€émen, equino.

1. Introducio

A medida que os espermatozoides passam pelo epididimo eles sofrem
importantes alteragdes morfofuncionais (Barth and Oko, 1989). O efeito fisiologico da
aquisicdo de macromoléculas neste trajeto ndo ¢ completamente elucidado, mas ¢
requerido para o desenvolvimento de motilidade e capacidade fecundante (Jones, 1998).
Esta hipotese ¢ sustentada por estudos que apresentaram melhores taxas de fertilizagao,
utilizando espermatozoides recuperados da cauda do epididimo quando comparado a
amostras colhidas da cabeca e do corpo (Young, 1931; Orgebim-Crist, 1969; Holtz and
Smidt, 1976).

Apds a maturagao, os espermatozoides sdo armazenados na cauda do epididimo
e ao serem ejaculados sofrem diversas transformagdes na membrana devido ao contato
com a secre¢do proveniente das glandulas acessorias (Boué et al., 1996).

O plasma seminal corresponde a um fluido produzido pela rede testis, epididimo
e glandulas acessorias. Este fluido ¢ expelido em fragdes durante a ejaculacido e tem a
funcdo de transportar e fornecer substratos metabdlicos para os espermatozoides, além
de participar do processo de maturacdo espermatica (Troedsson et al., 2005). Entretanto

o efeito da adi¢do do plasma seminal ao sémen ¢ contraditorio tendo em vista a grande
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variabilidade na composicdo bioquimica deste fluido entre garanhdes (Aurich et al.,
1996; Zahn et al., 2006; Almeida, 2006; Love et al., 2010).

Diversos estudos tém questionado a necessidade do plasma seminal no processo
de fecundagdo, j4 que muitos trabalhos utilizando espermatozoides da cauda do
epididimo, que ndo possuem contato com estas secre¢des, foram capazes de fertilizar o
ovocito (Blash et al.,, 2000; Yu and Leibo, 2002; Papa et al., 2008; Monteiro et al.,
2011a; Monteiro et al., 2011b). Adicionalmente, algumas pesquisas relataram que o
plasma seminal pode causar prejuizos relacionados a fertilidade e congelabilidade
espermatica (Moore and Hibbit, 1976; Aurich et al., 1996).

Monteiro et al. (2011a) constataram superioridade dos pardmetros de cinética e
morfologia espermdtica de espermatozoides recuperados da cauda do epididimo quando
comparados a espermatozoides do ejaculado de garanhdes. Com isso, sugeriram haver
um efeito deletério do contato dos espermatozoides com a secrecdo proveniente das
glandulas acessorias durante o processo de ejaculagdo. Esse efeito esta possivelmente
relacionado as alteragdes bioquimicas ocasionadas por proteinas presentes no plasma
seminal, que podem aumentar a permeabilidade da membrana e promovem injliria
celular (Moore and Hibbit, 1976; Moustafa and Mezanos, 1981).

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi comparar o efeito da adicao de
plasma seminal proveniente de garanhdes de alta e baixa fertilidade sobre a
congelabilidade e viabilidade dos espermatozoides do ejaculado (EJ) e recuperados da

cauda do epididimo (EP) de garanhdes subférteis.

2. Material e métodos

Foram utilizados seis garanhdes de diferentes ragas (trés Mangalargas Paulista,

dois Mangalargas Machador e um Lusitano) entre 5 a 10 anos de idade com historico de
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subfertilidade, apresentando parametros de motilidade total e progressiva menor que
50% e 25%, respectivamente.

Inicialmente, trés ejaculados de cada garanhdo foram coletados com intervalo de
2 dias com objetivo de eliminar possiveis células degeneradas da cauda do epididimo,
ducto deferente e ampola, visando estabilizar os pardmetros espermaticos. Os seis
animais foram utilizados nos grupos 1 (EJ) e 2 (EP), sendo assim seus proprios
controles.

No Grupo 1 (EJ), foram coletados, com intervalo de uma semana, dois
ejaculados de cada garanhdo utilizando vagina artificial. Apos a retirada da fragdo
gelatinosa a amostra seminal foi diluida na propor¢ao 1:1 (v/v) com o diluente Botu-
Sémen™’ e dividida em trés aliquotas, as quais foram acrescidas de 20% (v/v) com os
seguintes meios: Botu-Semen® (EJ-CT); plasma seminal de garanhdes com alta
qualidade espermatica (EJ-PS1); plasma seminal de garanhdes com baixa viabilidade
espermatica (EJ-PS2). Todas as amostras foram incubadas por 15 minutos a 37°C e
posteriormente centrifugadas a 600xg por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
o “pellet” ressuspendido com o diluente Botu-Crio™® na concentra¢io de 100 milhdes de

espermatozoides totais por mL.

! Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
8 Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
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Colheita de sémen com Vagina Artificial

Incubagao 15 min 37°C

Diluente de
congelagdo |

Diluente
BotuSemen

Centrifugacdo espermatica 600g/10min

Estabilizagﬁoé

H [ Envase e vedagao da palheta }
20 » 5°C

FIGURA 1: Esquema da congelagdo dos espermatozoides do ejaculado.

Apbés o envase, as palhetas de 0,5 mL, foram colocadas em geladeira
Minitub® e permaneceram a temperatura de 5°C por 20 minutos. Posteriormente, foram
acondicionadas em caixa isotérmica com capacidade de 45 litros, preenchida com
nitrogénio liquido até a marca de 3,5 cm de altura. As palhetas ficaram dispostas
horizontalmente a 6,0 cm do nivel do nitrogénio liquido por 20 minutos, € apds este
periodo, foram imersas no mesmo, como demonstrado na figura 1.

Uma semana apds a Ultima colheita de sémen com vagina artificial, os
garanhdes foram submetidos a orquiectomia bilateral. Imediatamente apds o
procedimento realizou-se a colheita dos espermatozoides da cauda do epididimo pela
técnica de fluxo retrogrado descrita por Garde et al. (1994). Baseado nesta técnica o
tecido conjuntivo que recobre o epididimo foi removido e os contornos do ducto
epididimario da cauda do epididimo foram desfeitos. Em seguida o ducto epididimario
foi lavado injetando o diluente (Botu-sémen™) no limen do mesmo, fazendo com que os

espermatozoides fossem carreados pelo diluente (Figura 2 e 3).

® Minitub do Brasil LTDA.
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FIGURA 2 — Etapas que antecedem a recuperagdo de espermatozoides pela técnica de fluxo retrogrado
consistem na: separa¢do do complexo testiculo-epididimo; remogdo do tecido conjuntivo que recobre a
cauda do epididimo; dissec¢do do tecido conjuntivo entre o ducto epididimario diminuindo os contornos
da cauda do epididimo.

FIGURA 3 — recuperagdo de espermatozoides do epididimo pela técnica de fluxo retrogrado: apos a
sec¢do do ducto da cauda do epididimo o mesmo foi estendido na posi¢do vertical e o diluente foi
injetado no lumen até a outra extremidade (a,b,c).

No Grupo 2 (EP), apos a recuperagao dos espermatozoides do epididimo as
amostras seminais foram diluidas até atingir a concentra¢do de 80 milhdes por mL com
o diluente Botu-Sémen”'®. Posteriormente a amostra seminal foi dividida em trés
grupos e cada grupo acrescido de 20% (v/v) com os seguintes meios: Botu-Semen®
(EP-CT); plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica (EP-PS1);
plasma seminal de garanhdes com baixa viabilidade espermatica (EP-PS2). Apds adigdo
as amostras foram incubadas por 15 minutos a 37°C. A congelacido dos espermatozoides

do epididimo apds a colheita seguiu 0 mesmo protocolo descrito para a congelagdao do

sémen do ejaculado (EJ), como demonstrado na figura 4.

!9 Botupharma Ltda, Botucatu , Brasil.
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FIGURA 4: Esquema do processamento dos espermatozoides do epididimo.

2.1 Preparacao das amostras de plasma seminal

Para a colheita de plasma seminal foram utilizados 6 garanhdes subférteis no
grupo de baixa qualidade seminal (sémen fresco com motilidade total <50% e
fertilidade <20%) e 6 garanhdes férteis no grupo de alta qualidade seminal (sémen
fresco com motilidade total >80% e fertilidade >80%). Apds a colheita do s€émen com
vagina artificial, o ejaculado foi centrifugado em tubos plasticos de 15mL a 1000xg por
15 minutos, repetindo o procedimento por 3 vezes, trocando-se o frasco sem
ressuspensdao do pellet. O sobrenadante final foi envasado em criotubos e congelados
em freezer a -20°C. Previamente a adi¢do do plasma seminal aos espermatozoides, as
amostras de plasma seminal foram mantidas em Banho-Maria até atingir a temperatura

de 37°C e somente neste momento foram adicionadas aos espermatozoides.

2.2. Analise das amostras
2.2.1 Analise computadorizada do movimento espermatico (CASA) e integridade

de membrana plasmatica por microscopia de epi-fluorescéncia
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Os espermatozoides coletados com vagina artificial e da cauda do epididimo
foram avaliados pelo método computadorizado — CASA imediatamente apds a
incubagdo (MO0), ap6s centrifugacdo e ressuspensido com o diluente de congelagdo (M1),
imediatamente apds a descongelagdo (M2) e apds manutengdo das amostras
descongeladas a 20°C por 4 horas (M3) e 8 horas (M4). Para isso as amostras foram
descongeladas a 46°C por 20 segundos (Dell’ Aqua Jr. et al., 2001) e foram mantidas até
8 horas a 20°C.

Em todos os momentos a cinética espermatica foi avaliada através do sistema
Hamilton Thorne Research (HTM IVOS, Beverly, MA, USA) quanto aos parametros:
porcentagens de espermatozoides com motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP) espermatozoides rapidos (RAP), velocidade progressiva (VSL, um/s) e velocidade
de trajeto (VAP, pum/s). Uma aliquota de cada grupo foi destinada a analise de
integridade de membrana plasmatica (IMP) por microscopia de epi-fluorescéncia (Leica
Microsystem — DMLB, Ernst-Leitz-Strabe, Wezlar Germany) usando 20 pL de 6-
Diacetato de carboxifluoresceina (concentracdo, 0.46 mg/mL) e 10uL de iodeto de

propidio (0.5 mg/mL) (Harrison and Vickers, 1990).

2.2.2 Analises por citometria de fluxo

As analises de citometria de fluxo foram realizadas no sémen apods a
descongelacdo das palhetas a 46°C por 20 segundos (Dell’Aqua Jr, et al., 2001). Para
estas analises foi utilizado o equipamento BD LSR Fortessa (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-nm, 100 mW, vermelho 640-
nm, 40 mW e violeta 405-nm, 100 mW. Ap0s a analise, os dados foram arquivados para

posterior avaliacdo através do software FACSDiva™ software V6,2.
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- Avaliacio da integridade da membrana plasmatica e acrossomal

Para a avaliacdo de integridade das membranas plasmatica e acrossomal foram
utilizadas as sondas iodeto de propidio (IP; P4170, Sigma) e FITC-PSA (L-0770,
Sigma) de acordo com protocolo desenvolvido por Arruda et al. (2003), acrescido da
adicdo de Hoechst 33345 (14533, Sigma) de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2011).
Assim, em uma amostra de 100 pL de sémen diluido em TALP na concentragdo de
10x10° espermatozoides/mL foram adicionados 5 puL de IP (50pg/mL) e 0.5 pL de
FITC-PSA (1 mg/mL) e 5 uL de Hoechst (100pg/mLa), e entdio homogeneizados e
incubados por 10 minutos a 37°C por 10 minutos, apds a incubagdo foi acrescido 400

pL de TALP para um leitura de 500 a 600 eventos por segundo.

- Avaliacido da peroxidacio das membranas espermaticas

Este ensaio foi realizado utilizando a probe C11-BODYPY (D-3861; Molecular
Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA). Assim, em uma aliquota de 100 pL do sémen
diluido em TALP a uma concentracdo de 10x10° espermatozoides/mL foi acrescido
mais 399,5uL de TALP, para uma concentracio de 1x10° espermatozoides ¢ 0,5uL da
sonda C11BODIPY581/591 (Img/mL - Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, EUA)
por 20 minutos a 37°C. Apds o periodo de incubagdo a amostra foi centrifugada a 300g
por 5 min e ressuspendida para 500 pL, e entdo, foi adicionados 5 pL de IP (50pg/mL)
e 5 pL de Hoechst (100pg/mL; Freitas-Dell’Aqua, 2011). A amostra foi novamente
incubada por 10 minutos a 37°C. Para a avaliacdo da peroxidacdo das membranas
espermaticas foram consideradas apenas as células com a mebrana plasmatica integras

(IP-) e marcadas para peroxida¢do das membranas plasmaticas.
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- Avaliac¢ao do indice da fragmentacio do DNA

Esta andlise foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Evenson
(1986). Assim, em uma amostra de 100 pL. de sémen diluido, em solu¢do tampdo
(0,186g de EDTA dissédico, 0,790g de Tris-HCL, 4,380g NaCl em 500 mL agua
deionizada, pH 7.4) na concentragio de 1x10° espermatozoides/mL foram adicionados
400 pL de solugdo detergente acida (2,19 g NaClI, HCI 1,0 mL de 2N solugdo, 0,25 mL
Triton-X, em gsp. 250 ml de 4gua deionizada, pH 1,8). A mesma foi incubada por 30
segundos e entdo foi acrescido 1mL de solucdo corante de laranja de acridina (AO;
3,8869 g de acido citrico mono-hidratado, 8,9429 g Na,HPO,, 4,3850g NaCl, 0,1700g
de EDTA dissodico, 4 ug/ml de solucao laranja de acridina — 1 mg/mL, em gsp. 500 ml
de 4agua, pH 6.0), a qual foi incubada por mais 30 segundo ao abrigo da luz. O indice de
fragmentacdo de DNA (IFDNA) foi gerado a partir da andlise de 10.000 células
marcadas com laranja de acridina. Os dados gerados foram analisados pelo software
WinList 6.0 (Verify software house). O IFDNA ¢ a proporcdo, expressa em
porcentagem do DNA do espermatozoide, do DNA fragmentado (fluorescéncia
vermelha) dividida pela fluorescéncia total, ou seja, a soma do DNA fragmentado

(fluorescéncia vermelha) com o DNA ndo fragmentado (fluorescéncia verde).

- Avaliacao da capacitacio espermatica

Para esta andlise em 100 pL de sémen, previamente diluido em TALP na
concentracdo de 10x10° espermatozoides por mL, foram acrescidos 900 pL de TALP
para uma concentragdo de 1x10° espermatozoides, desta nova concentragio 150 pL
foram colocados em um tubo de S5SmL, e entdo, foi adicionados 5 pL de IP (50pg/mL) e
5 uL de Hoechst (100pg/mL; Freitas-Dell’Aqua, 2011) e incubados por 10 minutos a

37°C. Apos a incubacdo foi adicionado 5 pL do anticorpo antifosfotirosina (100 pg/mL-
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CLONE PY-20, F0426 — Sigma), previamente diluido em uma solugdo super saturada
de O-Phospho-L-tyrosine (P9405, Sigma) de modo que a concentracdo final do
anticorpo fosse 2 pg/mL, foi entdo acrescida a solucdo e incubada por mais 5 minutos
nas mesmas condi¢des. Para a avaliagcdo da capacitagdo espermatica foram consideradas

apenas as células com a mebrana plasmatica integras (IP-) e marcadas com o anticorpo.

- Avaliac¢ao da translocacao de fosfatidilserina da membrana

Para esta avaliagdo, foram utilizadas as sondas anexina V—-APC (550475;
Pharmingen) de acordo com as recomendag¢des do laboratorio, acrescido de Hoechst
33345 (14533, Sigma) de acordo com Freitas-Dell’Aqua (2011). Assim, 100 pL de
sémen diluido em TALP na concentragio de 10x10° espermatozoides/mL foram
adicionados em um tubo de cultura de 5 mL e, entdo, acrescido de 5 pL de anexina V-
FITC e adicionados 5 pL de IP (50pg/mL) e 5 pL de Hoechst (100pg/mL) e 400 uL de
solu¢do tampao de anexina V (10 mM Hepes/NaOH — pH 7,4 — 140 mM NaCl, 2,5 mM
CaCl2). As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. As células observadas durante a andlise foram classificadas como
células viaveis (An-/PI-), células viaveis com translocagdo fosfatidilserina (An+/PI-),
células lesadas com fosfatidilserina transloca¢ao (An+/PI+), ou células mortas (An+/PI).
O indice de translocacao de fosfadidilserina foi calculado com base na relagdo entre o

namero de An+/ PI-, e o nimero total de An-/PI- (Ricci et al., 2002).

2.4. Analise Estatistica
Inicialmente a distribui¢ao das varaveis foi analisada e as estatisticas descritivas

foram produzidas para construir curvas de variagdo longitudinal para cada parametro
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espermatico. As varaveis MT e MP foram transformadas para a escala arco-seno para
atingir normalidade.

Para as outras variaveis normalmente distribuidas (VAP e VSL), modelos de
medidas repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2009) foram usados para comparar a
média de cada pardmetro espermatico entre os tratamentos. Um termo de interacio
entre tratamento ¢ momento foi incluido em todos os modelos para testar a hipotese de
que a diferenca entre tratamentos foi dependente do momento analisado. Uma estrutura
de covariancia auto-regressiva foi usada para modelar a correlagdo entre as medidas
repetidas dentro do mesmo animal. O teste de Tukey foi usado para ajustar os valores-P
resultantes de comparagdes multiplas. Para as os parametros RAP, IMP, PMAI, 1A,
ANEX, IFDNA, CAP e PER foi utilizado o teste de Wilcoxon (SAS PROC
NPARIWAY) para comparar a mediana de cada variavel entre os grupos, dentro de
cada momento. O nivel de significancia estatistica foi definido p<0,05.

3. Resultados

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrao de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos (RAP) e integridade
de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos
espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis imediatamente apds a
incubagdo (MO).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ-CT 24,2+16,1 8,5+8,5 101,3+14,3 73,3487 17,5+£12,9 32,2+7,6°
EJ-PS1  26,0+17,2 9,0+9,9 102,3+8,4 71,3£7,9 18,8+12,8 34,249 4°
EJ-PS2  222+16,4 7,548,1 101,7+14.,6 69,849,0 16,0+13,1 33,0£10,0°
EP-CT 14,5+11,0 5,0+4,7 89,8+7,5 69,7+9,7 25,3+£21,2 80,8+4,4°
EP—PS1  28,04242 13,0145 92,3+14,2 75,3+10,0 20,5+22.,6 79,0+9,2°
EP-PS2  22,8+20,7 7,846,2 84,3+7,9 68,2+7,2 12,3+10,6 82,7+6,2°

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.
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Tabela 2 - Valores médios e desvio padrao de motilidade total (MT), motilidade progressiva (PM), velocidade
angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos (RAP) e integridade
de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos
espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis apds centrifugagdo e

ressuspensao com diluente de congelagdo (M1).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ-CT 34,2+19,3 11,3£10,1 87,5+17,0 66,3+11,8 25,3421,2 30,8+13,4°
EJ -PS1 32,8423,0 10,3+9,2 83,7+14,2 64,0+10,9 22,0+£21,8 31,3+13,4°
EJ - PS2 36,5+21,6 11,249,7 82,5+17,8 62,5£10,8 23,7+18,4 28,7+13,2%
EP-CT 71,2+16,1 23,7+£12,8 93,2+19,4 69,2+12,1 51,7423,4 73,1+8,9°
EP - PS1 69,5+13,8 26,7+12,9 94,3+18,8 71,7+13,2 52,2421,9 76,5+7,5°
EP - PS2 68,0+19,0 22,8+1,8 94,5+24,0 70,2+16,0 49,5+28,7 78,5+10,7

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrido de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade
angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos (RAP) e integridade
de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos
espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis apos descongelagio (M2).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%) IMP (%)

EJ-CT 16315, 7,548,5 75,8422.9 66,2+15,3 1024114 152+4,8°
EJ-PS1  9,7£10,0 42463 7724234 67,5+24,4 5,547,6 12,044,5°
EJ-PS2 13,8498 5,746,6 74,7+17,5 63,3+14,4 7,848, 1 13,3453
EP-CT 29,7488 10,7+8,0 76,3+12,1 64,3+10,4 15,549,2 32,147,7°
EP-PS1  22,8+18,1  9,5+11,9 69,7+15,0 59,3+13,3 12,3+14,1  35,5+7,1°
EP-PS2  24.2+139 8,849,2 71,2+14,3 60,2+12,2 12,1+11,1  34,1+7,3"

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.
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Tabela 4 - Valores médios e desvio padrao de integridade de acrossoma (IA), integridade de membrana
plasmatica e acrossoma integros (PMAI), indice de fragmentacdo de DNA (IFDNA), translocacdo de
fosfolipidios de membrana (ANEX), capacitagdo espermatica (CAP) e peroxidagdo das membranas
espermaticas (PER) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos espermatozoides do
epididimo (EP-CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis apos a descongelagiao (M2).

Grupos IA (%) PMAI (%) IFDNA (%) ANEX (%) CAP (%) PER (%)

EJ-CT 54,7+7,6" 15,1+4,9° 2,6+0,6 7,0+10,8 3,442,5 6.2+4.7
EJ - PS1 53,5+10,9° 11,7+4,5° 2,4+0,8° 6,5+6,4 3,243,2 7.045.3
EJ - PS2 56,3+7,6" 13,1+5,2° 3,0+0,8° 2,942.7 3,943,9 8.3+4.4
EP-CT 70,9+5,5° 31,7+7,5° 1,4+0,4° 2,942,8 1,4+1,2 7.245.0
EP - PS1 72,5+4,5° 35,2+7,0° 1,240,3° 2,1+1,1 1,6+0,9 8.745.5
EP — PS2 73,4+5,7° 33,0+7,2° 1,340,2° 3,6+2.6 1,1£1,1 7.745.5

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos (RAP)
e e velocidade curvilinea (VCL) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos
espermatozoides do epididimo (EP—CT, EP-PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis, mantidos quatro horas a
20 °C ap6s a descongelagio (M3).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (nm/s) VSL (nm/s) RAP (%)

EJ-CT 15,7+14,3 6,3+7,8 80,8+16,1 64,0£11,3 10,010,4
EJ - PS1 7,846,7 1,842,4 67,3123 45,8422.7 3,543,5
EJ - PS2 13,8+8,7 4,543 4 64,0£11,3 63,5+8,0 7,245,1
EP-CT 28,0+17.8 10,2410,7 82,8+15,8 65,349,7 18,7+16,7
EP - PSI 20,8+20,9 6,3+7,8 76,543,8 60,3+8,4 12,3%15,5
EP - PS2 23,7+20,1 7,748,2 77,3+15,4 62,049,6 15,5%15,1

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.



84

Tabela 6 - Valores médios e desvio padrdo de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
velocidade angular progressiva (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), espermatozoides rapidos
(RAP) e velocidade curvilinea (VCL) dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1, EJ-PS2) e dos
espermatozoides do epididimo (EP-CT, EP—PS1, EP-PS2) de garanhdes subférteis, mantidos oito horas a
20 °C apds a descongelacao (M4).

Grupos MT (%) MP (%) VAP (um/s) VSL (um/s) RAP (%)
EJ-CT 5,7+4,3 1,3+1,5 69,5+13,4 54,7+8,3 3,0ﬂz2,3ab
EJ - PS1 4,0+3,3 0,7+0,8 65,2+15,1 51,8+11,7 1,5+1,8%
EJ - PS2 4,2+3,7 1,5+1,4 75,3+£14,9 59,5+14,5 2,5+1,9%
EP-CT 22,7+18,7 7,3+7,1 82,8+15,8 65,0+8,2 15,2415,1%
EP - PS1 13,5+10,2 7,0+£6,9 80,7+14,2 65,0+13,0 7,5+5,8°
EP — PS2 22,5+23.,4 5,8+6,4 82,3+14,5 62,3+8,0 15,0+£16,7%

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), CT= grupos incubados com 20% Botu-
Sémen, PS1= grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com alta qualidade espermatica,
PS2 = grupos incubados com 20% plasma seminal de garanhdes com baixa qualidade espermatica.

4. Discussao

Antigamente acreditava-se ser essencial a presenga do plasma seminal no
processo de fecundacao. Contudo, pesquisas demonstram que espermatozoides
provenientes da cauda do epididimo, sem qualquer contato com plasma seminal, tém
qualidade espermatica e fertilidade igual ou superior aos espermatozoides do ejaculado
(Tiplady et al., 2002; Monteiro et al., 2011b).

O efeito do plasma seminal sobre os pardmetros de cinética espermatica pré e
pos congelagdo foi investigado por inumeros estudos (Braun et al., 1994; Tiplady et al.,
2002; Heise et al., 2010; Heise et al., 2011), apresentando no entanto, resultados
contraditorios. Alguns relataram efeito benéfico da adi¢do de plasma seminal nas
amostras do epididimo sobre os parametros de cinética espermatica (Braun et al., 1994;

Tiplady et al., 2002), contudo outros relataram que o plasma seminal pode levar a
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prejuizos a fertilidade e congelabilidade do s€émen (Moore and Hibbit, 1976; Moustafa
and Meszaros, 1981).

No presente estudo ndo foi observada diferengca nos parametros de cinética
espermatica entre espermatozoides do epididimo com adi¢ao de 20% de plasma seminal
(EP-PS1 e EP-PS2) e sem adigdo de plasma seminal (EP-CT). Estes achados sio
contraditorios aos reportados por Tiplady et al. (2002) avaliando espermatozoides recém
coletados do epididimo e por Neuhauser et al. (2013) que relataram um efeito
estimulador quando o plasma seminal foi adicionado apds a descongelacao espermatica.
As diferencas do momento da adicdo, bem como as concentracdes diferentes de plasma
seminal, provavelmente contribuiram para resultados contraditorios entre os estudos.
Além disso, a interacdo do plasma seminal com fatores do leite contidos no meio
extensor pode influenciar os resultados (Mari et al., 2011). Por esse motivo, pode ser
necessario colocar maiores concentragoes de plasma seminal nas amostras para causar o
efeito deletério.

No presente estudo as andlises realizadas nos momentos MO (Tabela 1), M1
(Tabela 2), M2 (Tabela 3) e M3 (Tabela 5), demonstraram similaridade nos parametros
MT, MP, VAP e VSL dos espermatozoides do ejaculado (EJ-CT, EJ-PS1 e EJ-PS2)
quando comparados aos recuperados da cauda do epididimo (EP-CT, EP-PS1 e EP-
PS2). Estes achados s3o compativeis aos resultados obtidos em garanhdes de alta
congelabilidade espermatica (Monteiro et al., 2011b) e divergem de resultados obtidos
em garanhdes subférteis por Monteiro et al. (2011a), que apresentaram inferioridade nos
parametros MT, MP e RAP dos espermatozoides do ejaculado, antes e apos
descongelagdo espermatica.

A avaliagdo realizada 8 horas apds descongelagdo (M4 — tabela 6) também nao

apresentou diferencas nos parametros de MT, MP e VAP, contudo o niimero de
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espermatozoides rapidos foi inferior no grupo EJ-PS1 em relagio ao EP-PS2. Este
resultado demonstra que os espermatozoides do epididimo com 20% de adigcdo de
plasma seminal de garanhdes férteis possuem nimero similar de espermatozoides
rapidos aos espermatozoides do ejaculado nas mesmas condigcdes.

Em relagdo a IMP, todos os grupos de espermatozoides do ejaculado
apresentaram menor niumero de espermatozoides com membrana plasmatica integra
quando comparado aos espermatozoides do epididimo nos momentos MO (tabela 1), M1
(tabela 2) e M2 (tabela 3), corroborando com resultados encontrados por Monteiro et al.,
(2011b). Além disso, foi observado no presente estudo superioridade do numero de
espermatozoides com integridade de acrossoma (IA) e integridade de membrana
plasmatica e acrossoma (PMAI), sendo estes achados importantes para manutencao da
capacidade fecundante do espermatozoide.

Os resultados de IMP, 1A e PMAI indicam superioridade dos espermatozoides
da cauda do epididimo quando comparados aos do ejaculado (tabela 4). Esses resultados
diferem de relatos anteriores de Monteiro et al. (2011b), que demonstram similaridade
entre parametros dos espermatozoides do ejaculado e do epididimo e de Heise et al.
(2011) que observaram efeito positivo e significativo na adicdo de plasma seminal aos
espermatozoides do epididimo. Entretanto, diferente destes relatos anteriores, o presente
estudo utilizou garanhdes com historico de subfertilidade apresentando baixa qualidade
espermatica, fato que provavelmente contribuiu para tais resultados contraditorios.

Esta hipotese € sustentada por relato anterior que demonstrou efeito deletério na
viabilidade espermatica com a adi¢do do plasma seminal provenientes de garanhdes de
baixa congelabilidade (Aurich et al, 1996). Além disso, o estudo realizado por
Monteiro et al. (2011a) demonstrou superioridade tanto nos parametros de cinética

espermatica quanto na morfologia espermatica dos espermatozoides recuperados da
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cauda do epididimo de garanhdes subférteis, em relacdo aos coletados com vagina
artificial.

Apds a descongelacdo foi constatado menor indice de fragmentagcdo de DNA
(IFDNA) nos grupos recuperados da cauda do epididimo quando comparados aos do
ejaculado (tabela 4). Resultado semelhante foi reportado por Love et al. (2005) que
demostraram haver aumento da fragmentagdo do DNA espermatico quando ha presenca
do plasma seminal no sémen refrigerado de garanhoes, fato que pode ocasionar reducgao
da fertilidade.

Em relagdao a analise e capacitacdo espermatica (tabela 4), ndo foi constatado
diferencas entre espermatozoides do ejaculado e epididimo. Estes achados contrastam
com os relatados por Sostaric et al. (2010) que apresentaram valores mais elevados nos
epermatozoides do ejaculado quando comparado aos recuperados do epididimo.

A auséncia de contato dos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo
com o plasma seminal pode ser uma causa dos melhores resultados dos parametros de
IMP, TA e PMAI quando comparados aos do ejaculado. Esta hipotese ¢ sustentada por
estudos que relataram que a presenga de proteinas contidas no plasma seminal pode
promover alteracdes bioquimicas, levando a danos na membrana plasmatica com
prejuizos na fertilidade e congelabilidade espermatica (Moore and Hibbit, 1976;
Moustafa and Mezanos, 1981).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os espermatozoides do
ejaculado sofrem uma interacdo deletéria ao terem contato com secrecdes das glandulas
anexas no momento da ejaculagdo, levando a queda do niimero de espermatozoides com
membrana plasmatica e acrossoma integros apos a descongelacdo. Além disso, os
espermatozoides deste grupo apresentaram maior indice de fragmentagdo de DNA

quando comparado aos recuperados da cauda do epididimo. Entretanto, a adi¢do de 20%
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(v/v) de plasma seminal de garanhdes de alta ou baixa viabilidade ndo causou efeito
similar, pois ndo foi observada diferenca entre os grupos com ou sem adi¢do de plasma
seminal, tanto nos espermatozoides do epididimo quanto do ejaculado.

Apesar de alguns trabalhos avaliarem o efeito da adicdo de plasma seminal nos
espermatozoides do epididimo (Morris, 2002; Heise et al., 2010; Heise et al., 2011;
Neuhauser et al., 2013), nenhum destes trabalhos avaliou a agdo do plasma seminal de
alta e baixa fertilidade nos espermatozoides do epididimo e do ejaculado de garanhdes

subférteis.

5. Conclusao

Desta forma, os resultados deste estudo nos permitem concluir que a secrecao
proveniente das glandulas anexas no momento da ejaculacdo ¢ deletéria a qualidade
espermatica apds criopreservagdo de garanhdes subférteis, afetando principalmente
viabilidade da membrana plasmatica, acrossoma ¢ DNA dos espermatozoides. Além
disso, foi constatado que a adicdo de 20% de plasma seminal de animais férteis ou
subférteis previamente a congelacao dos espermatozoides da cauda do epididimo nao

prejudicou a qualidade espermatica.
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Artigo 1

Os espermatozoides do epididimo apos descongelacdo apresentaram
superioridade nos parametros de cinética e viabilidade espermadtica, além de melhor
fertilidade, demonstrando que estes espermatozoides sdo mais resistentes ao processo de
congelagdo quando comparado aos espermatozoides do ejaculado.

O plasma seminal de garanhdes subférteis apresenta maior concentracdo de
sodio que nos garanhdes férteis, sendo este achado uma possivel forma de explicar o

efeito deletério do plasma seminal nestes animais.

Artigo 2

A secrecao proveniente das glandulas anexas no momento da ejaculacdo ¢
deletéria a qualidade espermdtica apoOs criopreservacdo de garanhdes subférteis,
afetando principalmente viabilidade da membrana plasmatica, acrossoma ¢ DNA dos
espermatozoides.

Além disso, foi constatado que a adicdo de 20% de plasma seminal de animais
férteis e subférteis previamente a congelagdo dos espermatozoides da cauda do

epididimo ndo prejudicou a qualidade espermatica.
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AJUSTE DO HTMA-IVOS-10 PARA ANALISE ESPERMATICA EM EQUINOS

CARACTERISTICAS AJUSTE
Numero de pontos examinados 30
Contraste das células em relagdo ao campo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células imoveis 30 pixels
Limite inferior para indice retilineo 80 %
Referéncia para velocidade média (VAP) <70 pm/s
Referéncia para velocidade lenta (VAP) <30 um/s
Referéncia para velocidade lenta (VSL) <20 pm/s
Limite inferior de tamanho 0,62 pixels
Limite superior de tamanho 2,98 pixels
Limite inferior de intensidade 0,24
Limite superior de intensidade 1,19
Limite inferior de alongamento 0%
Limite superior de alongamento 100%
Lentos contados como moveis Nao
Magnificacao 1,95
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SOLUCAO DE ESTOQUE

SOLUCOES CONSTITUINTES QUANTIDADE

Estoque IP Todeto de Propideo’ 10 mg
Solucio fisiologica 20 mL

Estoque CFDA Diacetato de carboxifluoresceina’ 9,2 mg
DMSO 20 mL

Estoque de Formaldeido Formalina a 40% 1 mL
Solugdo fisioldgica 79 mL

Estoque de Citrato de Sodio  Citrato de sodio 3g 3g
Solugdo fisioldégica 100mL 100 mL

1-P 4170 - Sigma

2-C 5041 - Sigma

SOLUCAO DE TRABALHO

SOLUCOES QUANTIDADE

Solucao de Citrato de Sédio 96 mL

Solugdo de formaldeido 10uL 10 uL

Solucdo de lodeto de Propideo 10uL 10 uL

Solugdo de Carboxifluoresceina 20uL

20 uL
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ANEXO III - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA ANIMAL
REPRODUCTION SCIENCE.

Article structure

Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing
throughout, ie. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the
manuscript, including the title page, references, tables, etc., should be numbered.
However, in the text no reference should be made to page numbers; if necessary, one

may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a

detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion

section.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a

double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
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(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name, and, if available, the e-mail address of each author.
* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail
address and the complete postal address.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent
address") may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the
author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must

be defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing

purposes.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the

references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
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or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the
International Code of Zoological Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals.

All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names
when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise

identified.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged
to consult IUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents: &+

http://mww.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables
are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text

(if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of
footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the

article. Do not include footnotes in the Reference list.


http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/

102

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version

.» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork 1is available on our website:

=+http://lwww.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
"save as" or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft

Office applications please supply "as is".

Please do not:

* Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation)

document;
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» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;
* Supply files that are too low in resolution;

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For
color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color in print or on the Web only. For further information on the preparation of
electronic artwork, please see =+http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print)

please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data

presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in

the reference list.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:
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1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995).
Kramer et al. (2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters "a", "b", "c¢", etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Supplementary and multimedia data

Elsevier accepts electronic supplementary and multimedia data to support and enhance
your scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: =+http://www.sciencedirect.com. In order to
ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data are

provided in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in
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electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption
for each file. Video files: please supply 'stills' with your files: you can choose any frame
from the video or make a separate image. These will be used instead of standard icons
and will personalize the link to your supplementary information. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at =+

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist
It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior to
sending it to the journal's Editor for review. Please consult this Guide for Authors for

further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes) Further considerations

» Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge)
and in black-and-white in print

* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also
supplied for printing purposes For any further information please visit our customer

support site at =+http://epsupport.elsevier.com.


http://www.elsevier.com/artworkinstructions
http://epsupport.elsevier.com/

