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e espermatozoides bovinos. Botucatu, 2008. 85p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Tritrichomonas foetus é o0 agente etiolégico da tricomoniase bovina,
enfermidade infecto-contagiosa de transmissdo venérea que causa
abortamento e infertilidade nestes animais. No touro, a infeccdo se estabelece
na superficie epitelial do pénis e do prepucio. Entretanto, sdo escassas as
informacgdes da susceptibilidade dos espermatozoides bovinos a este parasita.
A proposta deste trabalho foi estudar, in vitro, a interagdo entre T. foetus e
espermatozoides bovinos, bem como avaliar o efeito dos produtos
extracelulares secretados pelo parasita sobre espermatozoides bovinos. Com
esse objetivo, foi utilizado sémen comercial criopreservado de cinco touros
férteis (Bos taurus taurus, raca holandesa). Os espermatozoides foram
selecionados pela técnica do gradiente de percoll. Posteriormente, foram
mantidos por trés horas com T. foetus ou com o extrato da cultura de T. foetus,
contendo produtos extracelulares secretados pelo parasita. Nos momentos O,
1, 2 e 3 horas de manutencdo, foram analisadas a motilidade espermética
progressiva e a viabilidade espermatica. Os resultados foram avaliados pela
técnica da andlise de variancia ndo-paramétrica complementada com o teste
de comparac¢des mudltiplas de Dunn. Observou-se que T. foetus adere a
espermatozoides bovinos e expressa 0 seu gene para cisteina peptidase. Os
produtos extracelulares secretados pelo T. foetus foram citotoxicos para 0s
espermatozoides, causando a diminuicdo da motilidade espermatica
progressiva, embora ndo tenham ocasionado significante diminuicdo da

viabilidade espermaética.

Palavras-chave: Apoptose; Motilidade espermatica; Tritrichomonas foetus.
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RIBEIRO, C.M. Study of “in vitro” interaction between Tritrichomonas
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ABSTRACTS

Tritrichomonas foetus is the etiologic agent of bovine trichomoniasis, a
contagious infectious disease of venereal transmission, which causes abortion
and infertility in cattle. In bulls, the infection starts in the epithelial surface of the
penis and prepuce. However, there is scarce information on bovine sperm
susceptibility to such parasite. Thus, the aim of this work was to study, in vitro,
the interaction between T. foetus and bovine sperm cells, as well as to evaluate
the effect of extracellular products secreted by the parasite on these cells.
Cryopreserved commercial semen was obtained from five fertile bulls (Bos
taurus taurus, Holstein). Spermatozoa were selected through the Percoll
gradient technique and kept for three hours with T. foetus or T. foetus culture
extract containing extracellular products secreted by the parasite. At 0, 1, 2 and
3 h, the progressive motility and the viability of spermatozoa were assessed.
Results were evaluated through non-parametric analysis of variance
complemented with Dunn’s test for multiple comparison. T. foetus adhered to
the bovine spermatozoa, expressing its gene for cysteine peptidase. The
extracellular products secreted by T. foetus were cytotoxic to the spermatozoa,
decreasing their progressive motility although viability was not significantly
decreased.

Keywords: Apoptosis; Sperm motility; Tritrichomonas foetus.



1 INTRODUCAO

Tritrichomonas foetus, protozoario parasita, € encontrado na superficie
da mucosa urogenital dos bovinos, causando a tricomoniase bovina. Esta
enfermidade causa prejuizos econdmicos pelos efeitos diretos sobre a
performance reprodutiva e, consequentemente, sobre a produtividade dos
rebanhos infectados (ANDERSON et al., 1996; BONDURANT, 1997). Os
sintomas clinicos da tricomoniase nas fémeas incluem infertilidade, vaginite,
piometra, morte embrionaria, abortamento e infertilidade (PARSONSON et al.,
1976; RHYAN, 1988).

No touro, T foetus aloja-se preferencialmente na mucosa do pénis e do
prepucio, onde estabelece uma infeccdo crénica e assintoméatica
(PARSONSON et al.,, 1974, RHYAN et al, 1999). A transmissao ocorre
principalmente durante o coito de um touro infectado assintomatico com uma
fémea susceptivel (BONDURANT, 1997; MARDONES et al., 2008), porém, a
transmissdo mecanica iatrogénica do parasita pode ocorrer mediante
instrumentos ginecoldgicos (YULE et al., 1989; RAE et al., 2004). Além disso,
tem-se sugerido que T. foetus pode sobreviver em sémen fresco e
criopreservado e ser transmitido pela inseminacéo artificial (BARTLETT et al.,
1947). Este evento pode ser considerado uma via em potencial para a
introdugédo do parasita no processo da fertilizagdo in vitro. Em um estudo
preliminar, relatou-se que T. foetus ndo impediu o processo de fertilizacdo in
vitro e o desenvolvimento de embrifes bovinos (BIELANSKI et al., 2004).

Entretanto, foi exposto que T. foetus pode aderir e provocar danos a
células reprodutivas bovinas in vitro. O parasita foi capaz de aderir aos
espermatozoides bovinos e, apds duas horas de interacdo, foram observadas
diminuicdo da motilidade e aglutinacdo espermatica (BENCHIMOL et al., 2008).
A exposicao de odcitos ao T. foetus causou uma rapida adesado dos parasitas a
zona pellcida. Apés seis horas de interacdo, 0s o00citos exibiram
caracteristicas morfolégicas compativeis com apoptose (BENCHIMOL et al.,
2007). Porém, T. foetus pode também exercer seus efeitos citopaticos por meio
de fatores de viruléncia secretados no meio de interacéo. Foi demonstrado que
as cisteinas peptidases (CPs), que sao secretadas pelo parasita, ttm um efeito

citopatico sobre as células do trato reprodutivo bovino. CP8 obtido do



sobrenadante da cultura de T. foetus induz células epiteliais vaginais e uterinas
bovinas a apoptose (SINGH et al., 2004; SINGH et al., 2005).

A infeccdo pelo T. foetus pode resultar na infertilidade transitéria ou
permanente da fémea bovina. Tem sido sugerido que esta aparente
infertilidade € em razdo da morte embrionaria, resultante da infeccao pelo
parasita (RHYAN et al., 1988). Entretanto, é possivel que T. foetus tenha
efeitos citopaticos sobre os espermatozoides, impedindo, desta maneira, o
processo de fertilizacdo. Por isso, sdo necessarios mais estudos do mecanismo
patogénico deste parasita para melhor compreensdo da interacdo parasita-
hospedeiro.

Este estudo foi proposto no sentido de contribuir para a compreensao da
acdo de T. foetus na patogenia da tricomoniase, face a escassez de

informacdes especificas que tratem deste tema.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tricomoniase bovina

A tricomoniase bovina é uma doenca parasitéria, infecto-contagiosa, de
transmissdo venérea que acomete os bovinos. E causada pelo protozoario
parasita T. foetus que habita a superficie do epitélio do trato urogenital dos
bovinos (HONIGBERG, 1978).

A tricomoniase bovina apresenta ampla distribuicdo mundial, ocorrendo
de forma endémica, principalmente em regides em que o controle sanitario é
deficiente ou o sistema de producdo € extensivo, com utilizacdo de monta
natural (BONDURANT, 1997).

No Brasil, a tricomoniase foi diagnosticada pela primeira vez por Roehe
(1948), que identificou 0 agente no sémen de touros doadores de sémen em
central de inseminacéao artificial, no municipio de Montenegro, Rio Grande do
Sul. Estudos posteriores registraram a incidéncia da tricomoniase bovina nos
estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia (MELLO, 1954), Sao Paulo
(RABELLO, 1955), Minas Gerais (MEGALE, 1963; PELLEGRIN e LEITE,
2003), Rio Grande do Sul (GOMES et al., 1991) e Rio de Janeiro (JESUS et al.,
2004).

A transmissao de T. foetus acontece principalmente durante a cépula ou
ainda pela inseminacéo artificial, j& que T. foetus pode sobreviver em sémen
criopreservado (BIELANSKI et al., 2004)..

Nas fémeas, o aparelho genital é totalmente colonizado, via vaginal, em
duas semanas ap0s a infeccdo, sendo o Utero inicialmente o principal sitio de
infeccdo (PELLEGRIN e LEITE, 2003). Os sintomas clinicos da tricomoniase
nas fémeas incluem infertilidade, vaginite, cervicite, endometrite, piometra,
morte embrionaria, repeticdo de cios a intervalos irregulares, abortamento e
maceracéao fetal (BONDURANT, 1997).

No touro, os locais preferenciais da infec¢do sédo o pénis, o prepucio e 0
orificio da uretra. Logo apoés a infeccdo, pode desenvolver-se um corrimento
prepucial associado a pequenos nodulos na membrana prepucial. Depois disto,
ndo existe qualquer sintomatologia clinica e a libido ndo é afetada. Desta
maneira, o touro torna-se portador assintoméatico, podendo disseminar a
doenca (PARSONSON et al., 1974; BONDURANT, 1997). Touros com idade

superior a cinco anos sdo duas vezes mais susceptiveis a T. foetus, uma vez



gue com a idade aumenta-se a profundidade das criptas prepuciais, local na
mucosa onde o parasita tem o seu nicho ecoldgico (RAE et al., 2004).

Alguns autores afirmam que certas racas sdo mais susceptiveis a T.
foetus. Estudos revelaram que touros Bos taurus taurus tém risco
aproximadamente seis vezes maior de infeccdo pelo parasita do que Bos
taurus indicus. A maior suscetibilidade do grupo genético Bos taurus taurus
esta relacionada, possivelmente, a conformacdo anatdbmica do prepucio dos
touros (RAE et al., 2004; JESUS et al., 2004).

Uma vez que os sinais clinicos ndo sao patognomonicos, € importante
realizar o diagndstico laboratorial. Este pode ser feito pela pesquisa direta em
microscopia Optica de T. foetus em material fetal (fluidos do feto abortado e
suas membranas fetais), em smegma de prepucio e pénis de touros e em muco
cervico-vaginal das fémeas. Para a coleta do material pode ser realizado um
lavado prepucial ou vaginal (BONDURANT, 1997; COBO et al., 2007). Outras
técnicas tém sido empregadas no diagndstico da tricomoniase bovina, tais
como amplificagcdo por reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e
imunofluorescéncia indireta (CORBEIL et al., 2008).

Véarios métodos podem ser utilizados para o controle da tricomoniase em
rebanhos, como descarte periddico de touros acima de 5-6 anos; pesquisa do
protozoario nos touros duas semanas antes da estacdo de monta e apos o seu
término; repouso sexual das fémeas por, no minimo, trés ciclos consecutivos;
descarte de todos os touros positivos e das fémeas que falharem na
concepgao, abortarem ou apresentarem piometra, assim como as que forem
comprovadamente positivas; e 0 ndo-aproveitamento de touros utilizados em
parcerias (PELLEGRIN e LEITE, 2003).

2. 2 Tritrichomonas foetus

Segundo a classificacdo feita por Honigberg (1963), T. foetus pertence a
familia Trichomonadidae, ordem Trichomonadida, classe Zoomastigophora, filo
Sarcomastigophora e reino Protista. Entretanto, uma classificacdo filogenética
mais recente dos protozoarios baseada na organizagdo microtubular do
citoesqueleto classifica T. foetus como pertencente a classe Parabasalia, filo
Metamonada e reino Protista (DACKS et al., 2008).
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T. foetus, Tritrichomonas suis (parasita do tubo digestivo e cavidade
nasal de suinos) e Tritrichomonas mobilensis (parasita do tubo digestivo de
macacos, principalmente ceco e colon) foram considerados, apos anélise das
sequéncias génicas, como provaveis cepas ou variantes de uma mesma
espécie (TACHEZY et al., 2002; KLEINA et al., 2004).

O hospedeiro da espécie T. foetus é o bovino. O parasita localiza-se na
vagina e no utero da fémea e na cavidade prepucial do macho. No local da
infeccdo, os parasitas aderem a superficie apical das células epiteliais do
hospedeiro (PARSONSON et al., 1976).

O organismo é piriforme, com aproximadamente 20 x 10um, possuindo
um unico ndcleo e quatro flagelos, cada um deles se originando num corpo
basal localizado na extremidade anterior arredondada. Trés dos flagelos sao
livres anteriormente, enquanto o quarto estende-se para tras, formando uma
membrana ondulante ao longo do comprimento do organismo, continuando,
posteriormente, como flagelo livre. Um dos principais mecanismos de nutricdo
de T. foetus é pela endocitose. A reproducdo de T.foetus é assexuada por
divisdo binaria. Em preparacdes frescas, o organismo € moével, avancando por
meio de movimentos espasmaodicos giratorios; os flagelos vibrateis e os
movimentos da membrana ondulante sdo faciimente observados. As vezes
observam-se formas imoveis, arredondadas, provavelmente degenerativas
(URQUHART et al., 1998).

T. foetus apresenta geralmente forma de trofozoita, embora possa
apresentar também forma de pseudocisto, que ndo tem motilidade em virtude
da internalizacdo dos flagelos. A transformagédo do parasita na forma trofozoita
para pseudocisto pode ocorrer quando o parasita encontra-se em situacoes de
estresse ou em decorréncia da oscilacdo da temperatura (MARIANTE et al.,
2004).

2. 3 Interacao de T. foetus com as células do hospedeiro

Para entender melhor a patogenia da tricomoniase bovina, € importante
conhecer o processo de interacdo de T. foetus com as células do hospedeiro.
Sabe-se que o0s tricomonadideos aderem as superficies inertes
(CAPPUCCINELLI e VARESIO, 1975), bem como a células mamiferas
(ROCHA-AZEVEDO et al., 2005). A adesdao de T. foetus a matriz extracelular e



a células epiteliais € um processo essencial para a manutencéo do parasita no
hospedeiro (PETROPOLIS et al., 2008). Silva Filho e De Souza (1988)
observaram que T. foetus adere as células do rim de cdo (MDCK). Rocha-
Azevedo et al. (2005) observaram que o parasita adere as ceélulas do
carcinoma cervical humano (HelLa). Além disso, T. foetus adere fortemente a
eritrocitos (DA SILVA et al.,, 1996). Estes protozoarios interagem com as
células do sistema imunolégico como macrofagos e eosindfilos; porém, T.
foetus é fagocitado por estas células (DE AZEVEDO et al., 1991; DE
AZEVEDO e DE SOUZA, 1996).

Receptores para a laminina estdo localizados em toda a superficie do
parasita, inclusive em seu flagelo recorrente e tém papel fundamental no
processo de adesdo (SILVA FILHO et al.,, 1988). Petropolis et al. (2008)
demonstraram que T. foetus adere fortemente as células HelLa, quando o meio
de interacao foi suplementado com laminina.

T. foetus exerce seus efeitos citotdxicos pelo contato fisico estabelecido
entre as duas superficies celulares, durante o processo de adesdo, pela
liberacdo de fatores de viruléncia lancados no meio de interacdo ou em ambos
0s processos (SILVA FILHO e DE SOUZA, 1988; KENNETT e HOOK, 2002).
Segundo Rocha-Azevedo et al. (2005), quanto maior o contato entre 0 parasita
e a célula do hospedeiro, maior a inducédo da secrecao de fatores de viruléncia
pelo parasita.

Singh et al. (1999) observaram que, in vitro, T. foetus adere a células
epiteliais vaginais bovinas e causa ruptura severa desta monocamada celular
apos 48 horas de interacdo. Quando retirados os parasitas, a monocamada
celular restabeleceu-se. Este resultado sugere que o efeito citotoxico de T.
foetus € dependente de contato.

O mecanismo pelo qual o protozoario exerce sua citotoxicidade, isto €,
se é dependente ou independente de contato, pode variar entre 0os subtipos do
parasita. Rocha-Azevedo et al. (2005) analisaram a interacdo de células HelLa
e parasitas da cepa K, subtipos K1, K2, K3, K4 e K5. Os autores observaram
gue diferentes subtipos de T. foetus apresentaram diferentes graus de
citotoxicidade, sendo os subtipos K1 e K5 os mais citotoxicos, pois destruiram

a monocamada celular. Entretanto, o sobrenadante da cultura de T. foetus



subtipo K2 continha uma peptidase, secretada pelo parasita, com alta atividade
proteolitica capaz de destruir a monocamada de células Hela.

Estudos foram relatados sobre a interacao de T. foetus e as células do
hospedeiro bovino, facilitando a compreensdo da patogenia da tricomoniase.
Em um deles, Benchimol et al. (2006) isolaram ovidutos de fémeas bovinas e
inocularam T. foetus na por¢do do istmo. Apdés o periodo de interacdo, 0s
ovidutos foram abertos e fixados para analise em microscopia eletrénica. Como
resultado, constatou-se que T. foetus adere a células epiteliais ndo-ciliadas do
oviduto. Evidéncias morfolégicas de apoptose celular foram observadas nessas
células, como condensacédo da cromatina e vacuoliza¢ao do citoplasma.

Em outro relato, o6citos de fémeas bovinas foram colhidos e, em alguns
deles, as células do complexo cumulus-oécito foram removidas; em outros,
estas células foram mantidas. Os odcitos foram incubados com diferentes
concentracdes de T. foetus. Os parasitas aderiram aos o0citos apés uma hora
de interacdo e foram capazes de atravessar a zona pellcida e deslocéa-la,
formando um grande espaco entre as células do cumulus e a zona pelucida.
Mudancas morfologicas das células do cumulus foram visualizadas pela
microscopia eletrbnica de transmissdo, como condensacdo da cromatina e
intensa vacuolizagdo do citoplasma, alteracbes estas compativeis com
apoptose (BENCHIMOL et al., 2007).

Exposicdo de embribes bovinos ao protozoario T. foetus resultou na
aderéncia de muitos parasitas a zona pellcida destes embrides. Alguns
parasitas causaram fenestras na zona pellcida pela acdo de seus flagelos;
porém, o parasita ndo conseguiu interferir no desenvolvimento embrionario. Os
autores concluiram que T. foetus pode nao afetar o processo de fertilizacéo e o
desenvolvimento embrionario (BIELANSKI et al., 2004).

2. 3.1 Fatores de viruléncia
A citotoxicidade de T. foetus esta diretamente relacionada aos seus
fatores de viruléncia. Este protozoario produz uma variedade de fatores de
viruléncia que incluem proteases intracelulares e extracelulares importantes na
invasdo e na degradacao dos tecidos do hospedeiro (KENNET e HOOK, 2002).
T. foetus sintetiza adesinas que sao fatores de viruléncia. Alguns autores

sugerem que os lipofosfoglicanos presentes na superficie da membrana de T.



foetus séo adesinas de superficie (SHAIA et al., 1998) e permitem ao parasita
aderir as células (DA SILVA et al., 1999). Entretanto, a expressao das adesinas
pode variar entre as diferentes linhagens do protozoério (SHAIA et al., 1998).

Fatores de viruléncia, como as neuraminidases, estdo presentes na
membrana plasmatica do protozoéario (DIAS FILHO et al., 1999) e podem ser
secretadas no meio de interacdo, sendo capazes de degradar o acido siélico da
superficie de eritrécitos (SILVA FILHO et al., 1989).

T. foetus também libera, no meio de interacdo, hemolisinas capazes de
causar a lise de eritrocitos bovinos (BURGESS et al., 1990) e hemaglutininas
aptas a aglutinar estes eritrécitos (KENNET e HOOK, 2002).

Além destes fatores de viruléncia, o parasita também secreta cisteinas
peptidases (CPs) que estdo associadas a citotoxicidade exercida sobre as
células do hospedeiro (SINGH et al., 2005).

2. 3. 1.1 Cisteinas peptidases de T. foetus

T. foetus possui, pelo menos, 10 cisteinas peptidases com massa
molecular entre 18 e 120 kDa (LOCKWOOD et al., 1987), as quais podem ser
secretadas pelo parasita no meio de interagdo (THOMFORD et al., 1996;
KENNETT e HOOK, 2002). Elas sdo semelhantes a catepsina L e a catepsina
B, apresentam, respectivamente, atividade endopeptidase e carboxipeptidase e
sao ativas sob o pH acido dos lisossomos (MALLINSON et al., 1995).

Estas peptidases sdo codificadas por, no minimo, sete genes. O gene
correspondente a CP8 é o mais transcrito em T. foetus e codifica uma proteina
de 30 kDa (MALLINSON et al., 1995; Singh et al., 2004). Pela andlise da
sequéncia de aminoacidos, constatou-se que CP8 é um membro da familia da
catepsina L (LUCAS et al., 2008).

Varias funcdes bioldgicas sdo propostas para as cisteinas peptidases de
tricomonandideos, incluindo evasdo da resposta imunolégica e aquisicdo de
nutrientes (KUMMER et al., 2008). Além disso, sdo capazes de degradar
fibronectina, fibrinogénio, lactoferrina, albumina, imunoglobulinas do tipo G, A e
M (TALBOT et al., 1991) e o componente C3 do sistema complemento (KANIA
et al., 2001).

Descricdes de citotoxicidade relacionada a atividade de CP8 de T. foetus

foram relatadas. Singh et al. (2004) demonstraram que T. foetus ou CP8,



secretada por esse parasita e presente no sobrenadante da cultura, induz
células epiteliais vaginais bovinas a apoptose. A citotoxicidade dependeu da
concentracdo de parasitas ou de CP8. Em outro relato, Singh et al. (2005)
observaram que CP8, presente no sobrenadante da cultura de T. foetus, induz
células epiteliais uterinas bovinas a apoptose. A citotoxicidade também

dependeu do tempo de incubacgao e da concentragéo de CP8.

2.4 Espermatozoides

Os espermatozoides originam-se nos testiculos a partir de células
primordiais da linhagem espermatogénica localizadas nos tubulos seminiferos,
num processo denominado espermatogénese. Do ponto de vista biolégico, os
espermatozoides cumprem suas funcdes por meio da cauda (motilidade),
acrossoma (atividade enzimatica preparatoria da fecundacdo) e nucleo
(transmissao do patrimoénio genético) (MIES FILHO, 1987). Para serem férteis,
0s espermatozoides devem apresentar pelo menos quatro atributos basicos,
tais como: metabolismo para a producédo de energia, motilidade progressiva,
enzimas acrossomais intactas e membrana plasmatica intacta (AMANN e
PICKET, 1987).

A motilidade espermatica representa a  percentagem de
espermatozoides com movimentos progressivos. A motilidade € essencial para
o transporte dos espermatozoides pelo trato reprodutivo da fémea e para a
penetracdo do espermatozoide no odcito, durante a fertilizacdo, sendo ela uma
das caracteristicas mais importantes do espermatozoide associada a
habilidade de fertilizar, e uma expressdo da viabilidade e da integridade
estrutural do espermatozoide (DONNELLY et al., 1998).

A integridade da membrana plasmatica espermatica parece exercer
papel critico na sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea e é
pré-requisito importante para o sucesso da fertilizacdo (CROSS e HANKS,
1991). Entretanto, € uma das principais estruturas afetadas pela
criopreservacdo (ANZAR et al.,, 2002). No inicio da fase de disturbio da
membrana, ocorre inicialmente uma assimetria dos fosfolipidios da membrana,
ou seja, a translocacédo da fostatidilserina da parte interna para a externa da
membrana, sem que ocorra a ruptura desta, e nesta fase o espermatozoide
sofre a apoptose (VERMES et al., 1995; MARTIN et al., 1995). Em um estagio
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posterior, 0s espermatozoides, ja em necrose, perdem a integridade da
membrana plasmatica. Espermatozoides em necrose ndo apresentam
motilidade, ja que s&o células mortas. E importante citar que a percentagem de
espermatozoides vivos e viaveis no sémen esta relacionada a fertilidade
(JANUSKAUSKAS et al., 2003).

Esta documentado que microrganismos patogénicos presentes no trato
urogenital de homens e animais machos sdao uma importante causa de
infertilidade. Muitos desses microrganismos influenciam a motilidade e a
viabilidade espermatica. A diminuicdo da motilidade espermatica pode estar
associada a metabdlitos citotoxicos e/ou fatores de viruléncia, liberados pelos
microrganismos presentes no trato urogenital (SYLLA et al., 2005). Em um
estudo, Liu et al. (2002) observaram que Staphylococcus aureus nao adere a
espermatozoides de homens, nem induz mudancas morfoloégicas ou
aglutinacdo  espermatica; entretanto, este  microrganismo  diminui
significantemente a motilidade esperméatica apds quatro horas de incubacao
com o0s espermatozoides. Em bovinos, Mycoplasma mycoides ssp. mycoides
diminuiu a motilidade espermatica, porque esse microrganismo desestabiliza a
organizacdo dos microtubulos do axonema desses espermatozoides (SYLLA et
al., 2005).

Tuttle et al. (1977) incubaram Trichomonas vaginalis, oriundo de
mulheres com tricomoniase, em diferentes concentracbes com
espermatozoides de homens nao-infectados. A analise dos espermatozoides
foi feita por microscopia Optica, e os autores observaram a diminuicdo da
motilidade espermética, que foi dependente da concentracdo de parasitas e do
tempo de incubac&o. Nao houve aglutinacdo destes espermatozoides apés a
interacdo com o parasita.

Em um Unico estudo com T. foetus e espermatozoides bovinos
criopreservados, foi observado que os parasitas aderiram aos espermatozoides
e, apos duas horas de incubacdo, houve intensa aglutinacdo espermatica e
morte de espermatozoides (BENCHIMOL et al., 2008).
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3 OBJETIVOS
A proposta deste trabalho € estudar os efeitos de interacdo entre T.
foetus e espermatozoides bovinos sobre a expressdo génica da cisteina
peptidase (CP8) de T. foetus e analise do efeito direto do extrato da incubacao
do parasita sobre a motilidade e a viabilidade espermaticas de sémen bovino

criopresevado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Tritrichomonas foetus

T. foetus cepa K (SILVA FILHO et al., 1986) foi mantido em meio TYM
Diamond’s (DIAMOND, 1957), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Nutricell — Nutrientes celulares, Campinas, SP - Brasil), a 37°C com 5% CO,, e
cultivado a cada 24 horas no Laboratério de Diagndstico Molecular,
Departamento de Microbiologia e Imunologia - Instituto de Biociéncias (UNESP,
Botucatu, Brasil). Para o experimento, T. foetus foi colhido na fase log de
crescimento, centrifugado a 900 X g por 15 minutos em meio TYM Diamond’s
sem soro e depois suspendido em meio sintético de fluido de oviduto (SOF)
(Nutricell — Nutrientes celulares, Campinas, SP - Brasil) (HOLM et al., 1999). O
ndmero de T. foetus foi padronizado a 1x10° parasitas/mL.

4.2 Extrato daincubacéo de T. foetus
Apbs a incubacdo de 1x10° T. foetus/mL em meio SOF por trés horas a
37°C, obteve o0 sobrenadante por centrifugacdo a 400 X g por 10 minutos, o

qual foi filtrado em membrana com poro de 0,22 um estéril.

4.3 Espermatozoides

Para o experimento, foram utilizados semens criopreservados de cinco
touros (Bos taurus taurus, raca holandesa) com fertilidade comprovada em
programas comerciais de inseminagédo artificial. Todas as amostras (20
palhetas de 250 pL) eram da mesma partida comercial. O descongelamento
dos semens foi feito em banho-maria a 40°C por 20 segundos. Em seguida, os
espermatozoides foram selecionados pela técnica de centrifugacdo em
gradiente de percoll como descrito por Gorus e Pipeleers (1981), a qual
consistiu em adicionar as amostras de sémen sobre a preparacao do gradiente
contendo 1 mL de percoll a 90% (Nutricell — Nutrientes celulares, Campinas,
SP — Brasil) e 1 mL de percoll a 45% (Nutricell — Nutrientes celulares,
Campinas, SP — Brasil). Ap6s a centrifugacdo a 900 X g por 30 minutos, o
pellet contendo os espermatozoides foi ressuspendido em 3 mL de meio X-
Cell® (IMV Technologies, USA) e centrifugado a 400 X g por cinco minutos. Em
seguida, ap06s a remocao do sobrenadante, aos espermatozoides do pellet

foram adicionados 200 pL de meio SOF. Para a constatacdo das interacdes
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dos espermatozoides ou do extrato de cultura de protozoario, o nimero de
espermatozoides foi padronizado a 1x10° espermatozoides/mL. Os
procedimentos experimentais foram realizados separadamente para cada

touro.

4.4 Desenho experimental

Para a andlise da interacdo de T. foetus com o0s espermatozoides, por
meio da expressao de CP8 de T. foetus, 0s parasitas a uma concentracao de
1x10°mL foram adicionados em 1 mL de meio SOF, contendo 1x10°
espermatozoides/mL, e incubados por até trés horas a 37°C com 5% de COs,.

Para a andlise do efeito direto do extrato da cultura do parasita sobre a
motilidade e viabilidade espermatica, 1x10° espermatozoides/mL foram
suspendidos em 1 mL do extrato da cultura de T. foetus ou 1 mL do meio SOF

(controle) por até trés horas a 37°C.

4.5 Andlise da expressdao de CP8 de T. foetus durante a interacdo com
espermatozoides bovinos

A andlise da expressdo génica da cisteina peptidase de T. foetus
(numero de acesso X87781) foi realizada pela PCR, apds transcrigdo reversa
(RT-PCR) das amostras nos momentos 0, 1, 2 e 3 horas de incubagdo. Esses
procedimentos foram realizados no Laboratorio de Diagnostico Molecular,
Departamento de Microbiologia e Imunologia - Instituto de Biociéncias (UNESP,

Botucatu, Brasil).

4.5.1 Extracdo do RNA

Para a extracdo do RNA de T. foetus foi utilizado o Total RNA
Purification Kit (Norgen Biotek Corparation, USA) conforme protocolo
recomendado pelo fabricante. Ambas, concentracdo e pureza do RNA, foram
monitoradas por um espectrofotdmetro (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer; NanoDrop, USA). Em seguida, as amostras de RNA foram
tratadas com RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega, USA).
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4.5.2 RT-PCR

A sintese do cDNA foi realizada com a enzima ImProm-lI"™Reverse
Transcriptase (Promega, USA) conforme protocolo recomendado pelo
fabricante. Para a amplificacdo do cDNA pela PCR foram empregados o
forward primer (5'— TCT CAG CTA TCC AAG CTG CCG AAT) e o reverse
primer (5'- TGG TTG AAC CTT CAG CAC CGA AAC) que amplificam um
produto de 456 pb da regido de CP8 de T. foetus. Os primers foram
desenhados pelo programa PrimerQuest (www.idtdna.com.). A reagdo foi
desenvolvida para um volume final de 25 pL, utilizando o kit Go Tag Green
Master Mix (Promega, USA) com a adicdo de 4 uL de cDNA por reacédo e
10pmol de cada primer. A amplificacdo foi feita pelo termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient (Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, USA) e as
condicOes da reacao foram: 94 °C / 5 minutos, 40 ciclos de 94 °C / 1 minuto, 60
°C /1 minuto e 72 °C /1 minuto seguidos 72 °C / 5 minutos. Apés visualizacdo
em gel de agarose corado com SYBR Safe dye (Invitrogen, USA) sob
transiluminador UV, foram consideradas positivas as amostras com banda de
456 pb. Como controle positivo, foi utilizada uma amostra de DNA extraida de

T. foetus e, como controle negativo, foi utilizada agua ultrapura estéril.

4.6 Avaliacao da motilidade espermaética

Para a analise da motilidade progressiva (%) durante a incubac&o com o
extrato da cultura do parasita ou em meio SOF foi usado Computer-Assisted
Sémen Analysis — CASA modelo IVOS-12 — Hamilton Thorne Biosciences (IMV
Technologies, USA), adequadamente padronizado com o set-up para sémen
bovino, no Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UNESP, Botucatu, Brasil). As
analises foram realizadas a partir de aliquotas de 5 uL de sémen incubado nos
diferentes tempos, transferidas a Makler counting Chamber (Sefi-medical
Instruments, Haifa, Israel). Objetos incorretamente identificados como
espermatozoides eram desconsiderados na analise. Nos momentos 0, 1, 2, e 3
horas de incubacdo dos espermatozoides no sobrenadante ou no meio SOF
(controle) foi avaliada a motilidade espermatica progressiva dos

espermatozoides. O resultado foi expresso em percentagem.
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4.7 Avaliacdo da viabilidade espermatica pela técnica de citometria de
fluxo

Com 0, 1, 2 e 3 horas de incubacdo dos espermatozoides no extrato da
cultura do parasita ou em meio SOF (controle), a viabilidade espermatica foi
analisada pela técnica da citometria de fluxo com Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmingen, USA) no Laboratério de Citometria de Fluxo,
Hemocentro — Faculdade de Medicina (UNESP, Botucatu, Brasil). Para isso,
espermatozoides (1x10° espermatozoides/mL) foram adicionados em tubos
para citometria de fluxo contendo 200 pL do tamp&o de ligacdo fornecido pelo
kit. Em seguida, os espermatozoides foram centrifugados a 900 X g por 15
minutos. Posteriormente, em cada tubo foram adicionados 5 pL de anexina V-
FITC (AN) e 5 pL de iodeto de propidio (IP). Os tubos contendo os
espermatozoides foram agitados e incubados por 15 minutos no escuro. Em
seguida, 400 uL do tampéo de ligacdo foram adicionados em cada tubo e as
amostras analisadas pelo aparelho FACSCalibur™ (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). A populacdo de espermatozoides foi delimitada mediante
histograma bidimensional dos parametros FSC (forward light scatter), o qual
confere informacgdes sobre o tamanho celular, versus SSC (side light scatter)
que emite informacgBes sobre a granulosidade celular interna. Desta maneira,
restringiu-se somente a analise dos espermatozoides. Foi padronizada a
aquisicao de dez mil eventos dentro da populacdo de espermatozoides. Para
0os espermatozoides selecionados dentro da populacdo de interesse, a
percentagem foi definida nos quadrantes: espermatozoides viaveis (AN-/PI-),
espermatozoides em apoptose (AN+/Pl-), espermatozoides em inicio de
necrose (AN+/Pl+), espermatozoides em necrose (AN-/Pl+) (ANZAR et al.,
2002).

4.8 Analise estatistica

Foi utilizada a técnica da andlise de variancia nao-paramétrica para o
modelo com dois fatores, complementada com o teste de comparagdes
multiplas de Dunn (ZAR, 1999). Todas as comparacdes foram realizadas no

nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Espermatozoides bovinos aderem a T. foetus

Aos 30 minutos de manutencdo da mistura de  1x10°
espermatozoides/mL selecionados por centrifugacdo em gradiente de percoll
com 1x10%/mL de T. foetus em meio SOF a 37°C com 5% de CO,, observou-se
que os espermatozoides bovinos aderiram, pela cabeca e cauda, ao corpo

celular do T. foetus, demonstrando haver uma interagéo entre ambos.

5.2 T. foetus expressa 0 gene para CP8 durante interacdo com
espermatozoides

A expressao do gene para CP8 de T. foetus foi avaliada nos momentos
0, 1, 2, e 3 horas de incubacao do parasita em meio SOF (controle) ou em meio
SOF, contendo espermatozoides bovinos. Como resultado, demonstrou-se que
0 gene para CP8 é continuamente expresso por T. foetus incubado em meio

SOF, independente da presencga dos espermatozoides (Figura 1).

5.3 A motilidade progressiva espermatica foi alterada por produtos
extracelulares secretados por T. foetus

O resultado da andlise da motilidade espermatica progressiva pelo
sistema CASA ¢é visualizado na tabela 1. Observou-se nao haver diminuicdo da
motilidade progressiva dos espermatozoides mantidos no meio SOF (controle)
durante as trés horas de experimento. Entretanto, 0s espermatozoides
mantidos no extrato da incubagcao de T. foetus apresentaram diminuicdo da
motilidade progressiva apés uma hora. A percentagem de espermatozoides
com motilidade progressiva apos trés horas foi menor no grupo do extrato da

incubacédo que a do grupo controle.
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FIGURA 1: Andlise da expressao génica de CP8 de T. foetus, correspondendo
a uma banda de 456pb (a) e da expressao génica de CP8 durante a interacéo
T.foetus-espermatozoide (b), nos momentos 0 (h0), 1 (hl), 2 (h2) e 3 (h3)

horas.
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TABELA 1: Percentagem de espermatozoides moéveis, analisada pelo sistema CASA,
durante manutencdo no meio SOF (controle) ou no extrato de incubacdo de T. foetus

nos momentos 0,1, 2 e 3 horas.

Tempo de manutencédo (horas)

Grupo
0 1 2 3
SOF(controle) 65,0 63,0 60,0° 50,0%
(n=5) (50,0-86,0)* (58,0-67,0) (42,0-64,0) (38,0-57,0)
Extrato 67,0% 42,0%8 38,0"8 20,08
(n=5) (50,0-80,0) (20,0-54,0) (23,0-42,0) (17,0-33,0)

Valores com diferentes letras mindsculas na mesma coluna ou com diferentes letras
mailsculas na mesma linha diferem significativamente (P> 0.05).
SOF: meio sintético de fluido de oviduto

()* limite (min—méx)



19

5.4 Viabilidade espermética ap6s manutencdo em extrato da incubacéo de
T. foetus

Os resultados da andlise da viabilidade espermética obtidos em
citometria de fluxo com annexin V-FITC (AN) e iodeto de propidio (PI) durante a
manutencdo em extrato da incubacdo do parasita ou em meio SOF estdo
sumarizados na tabela 2. Apds trés horas de manutencdo, a percentagem de
espermatozoides viaveis (AN-/PI-) diminuiu em ambos os grupos avaliados. A
partir das duas horas, a percentagem de espermatozoides viaveis no extrato da
incubacédo de T. foetus foi maior do que no grupo controle.

Em todos os tempos de manutencdo e para ambos 0s grupos, foi
observada percentagem reduzida de células anexina-V FITC positivas
(AN+/PI-), indicando haver poucos espermatozoides em apoptose. O sémen de
um touro em particular apresentou um aumento da percentagem de células em
apoptose (10,6%) apos trés horas de manutencdo no extrato da incubacédo de
T. foetus; entretanto, isso nao foi suficiente para causar diferenca significativa
entre os grupos estudados que apresentaram diferenca apenas no momento
inicial (Figura 2). Os espermatozoides mantidos no extrato da incubacéo de T.
foetus apresentaram maior percentagem de espermatozoides em apoptose no
final do experimento em relagédo ao momento inicial.

A maioria das células anexina-V FITC positivas foi também iodeto de
propidio positivas (AN+/Pl+). Estas células eram espermatozoides em inicio de
necrose com membranas plasmaticas comprometidas. A percentagem de
espermatozoides em inicio de necrose nao foi significantemente diferente entre
0S grupos, em nenhum dos momentos do experimento, e ambos 0s grupos
tiveram elevacdo de espermatozoides desta classe no momento final em
relacdo ao inicial.

Foi observado um aumento do nimero de espermatozoides em necrose
(AN-/PI+) durante o periodo experimental em ambos 0s grupos, 0 que
corresponde a um decréscimo na viabilidade espermatica ao longo do periodo

de manutencao.
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TABELA 2: Percentagem de espermatozoides viaveis (AN-/Pl-), espermatozoides em
(AN+/PI-),

espermatozoides em necrose (AN-/Pl+), mantidos em SOF (controle) ou em extrato de

apoptose espermatozoides em inicio de necrose (AN+/PI+) e

incubacéo de T.foetus nos momentos 0, 1, 2 e 3 horas.

Tempo de manutencgédo (horas)

Espermatozoides Grupo

0 1 2 3

AN-/PI- SOF(controle) 64,8" 52,6" 38,178 28,1"®
(n=5) (47,1-73,5)* (41,1-54,8) (34,5-49,5) (21,0-34,8)

Extrato 69,4" 66,0" 51,4248 33,2%8
(n=5) (60,4-74,2) (52,6-64,3) (49,7-52,6) (32,8-46,9)

AN+/PI- SOF(controle) 0,69 1,01 0,49 0,67
(n=5) (0,47-1,68) (0,44-1,08) (0,19-0,93) (0,60-1,26)

Extrato 0,38" 0,578 0,758 0,99"
(n=5) (0,15-0,76) (0,51-1,43) (0,48-1,88) (0,53-10,60)

AN+/PI+ SOF(controle) 28,7° 36,0"° 45,1"8 55,5%
(n=5) (20,5-44,8) (34,7-47,7) (38,9-50,5) (39,3-62,1)

Extrato 24,6° 34,478 36,28 452"
(n=5) (20,1-33,4) (25,9-36,0) (32,4-52,6) (39,2-51,3)

AN-/PI+ SOF(controle) 6,1° 10,178 14,14 16,2"
(n=5) (5,0-6,5)  (9,2-12,6) (11,4-16,6) (15,7-25,0)

Extrato 5,6° 9,08 11,08 12,74
(n=5) (4,9-6,1)  (8,7-12,1) (8,6-14,6)  (6,8-21,1)

Valores com diferentes letras minUsculas na mesma coluna ou com diferentes letras mailsculas na

mesma linha diferem significativamente (P> 0.05).

SOF: meio sintético de fluido de oviduto
()* limite (min—méx)
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FIGURA 2: Histogramas obtidos pela analise da citometria de fluxo dos
espermatozoides mantidos em SOF (controle), nos momentos 0 (I) e 3 horas
(I) ou no extrato de incubacdo de T. foetus nos momentos O (Ill) e 3 horas
(IV). () Espermatozoides viaveis (AN-/PI-). (b) Espermatozoides em apoptose
(AN+/PI). (c) Espermatozoides em inicio de necrose (AN+/Pl+). (d)
Espermatozoide em necrose (AN-/Pl+). Observe que ha uma maior populacao
de espermatozoides em apoptose apds trés horas de manutencéo, no extrato
de incubagéo de T. foetus (V).
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6 DISCUSSAO

Embora seja bem conhecido e documentado que T. foetus cause
infertilidade em bovinos, séo escassos 0s estudos sobre os mecanismos pelos
quais T. foetus pode provocar infertilidade nesses animais (CLARK et al., 1986;
RHYAN et al., 1988). E provavel que a infeccdo por T. foetus impeca o
processo de fertilizagcdo ou interrompa a gestacdo antes do reconhecimento
materno; porém, muitos destes casos ndo séo notificados.

Os resultados do presente estudo revelados na tabela 1 indicam que,
apos duas horas de manutencdo dos espermatozoides no extrato da incubacéo
de T. foetus, os produtos extracelulares secretados por T. foetus causaram
diminuicao significativa da motilidade progressiva dos espermatozoides in vitro
em relagéo ao controle. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por
Benchimol et al. (2007), que observaram uma diminuicdo da motilidade de
espermatozoides bovinos apés duas horas de interacdo com T. foetus, bem
como com os resultados encontrados por Han et al. (2004), que investigaram in
vitro os efeitos dos metabdlitos produzidos pelo T. vaginalis em
espermatozoides humanos, constatando uma diminuicdo da motilidade
espermatica proporcional ao tempo de incubacdo dos espermatozoides no
sobrenadante da cultura do parasita.

A motilidade é essencial para o transporte dos espermatozoides pelo
trato reprodutivo da fémea e para a penetracdo destes no odcito durante a
fertilizacdo (DONNELLY et al., 1998). Kathiravan et al. (2008) encontraram uma
correlacdo positiva entre a motilidade espermatica progressiva e a
percentagem de fertilizagdo. Entretanto, microrganismos patogénicos presentes
no trato urogenital dos bovinos podem causar a diminuicdo da motilidade
espermatica. Sylla et al. (2005) observaram que Mycoplasma mycoides ssp.
mycoides desestabilizou a organizacdo dos microtubulos do axonema de
espermatozoides bovinos e alterou o mecanismo de transporte destas células,
0 que resultou na diminuicdo da habilidade de fertilizacdo dos espermatozoides
in vitro.

Baseado nos relatos anteriores de que a motilidade espermatica é
importante para o processo de fertilizac@o, sugere-se, neste estudo, a hipétese
de que T. foetus possa reduzir a taxa de concepc¢ao por interferir na motilidade

espermatica. Constatou-se que o0s produtos extracelulares de T. foetus



23

causaram diminuicdo da motilidade espermatica e o contato direto dos
espermatozoides com o parasita causou intensa aglutinagdo, podendo ter
fortes implicagbes sobre o mecanismo de transporte deste espermatico. A
confirmacado desta hipétese requer investigacdes futuras.

Os tricomonandideos produzem uma variedade de fatores de viruléncia
que podem ser importantes para a invasao e a destruicdo do tecido do
hospedeiro, incluindo adesinas (SHAIA et al., 1998), proteases (THOMFORD et
al., 1996), hemaglutininas (NAGAO et al., 2000), hemolisinas (BURGESS et al.,
1990) e cisteina peptidase (MALLINSON et al., 1995). As CPs de T foetus tém
sido observadas na mucosa cervical de novilhas experimentalmente infectadas
com o parasita (BASTIDA-CORCUERA et al., 2000).

Kania et al. (2001) demonstraram que a transcricdo do gene para CP8
pode ser detectada por RT-PCR. Os autores observaram que esse gene foi
expresso dentro do Utero de fémeas experimentalmente infectadas por T.
foetus. No presente estudo, apds andlise da transcricdo do gene para CP8 pela
RT-PCR, visualizada na figura 1, sugere-se a hipétese de que os produtos
extracelulares secretados por T. foetus presentes no sobrenadante constituem
fatores de viruléncia do parasita no meio de interacdo. Um desses fatores de
viruléncia pode ser CP8 de T. foetus, jA que o parasita expressou
continuamente 0 gene para essa peptidase, na presenca ou na auséncia de
espermatozoides bovinos. Entretanto, os efeitos do extrato da incubacéao de T.
foetus podem néo ter sido exclusivamente mediados pelo CP8, podendo estar
presentes diversos outros produtos extracelulares secretados por T. foetus.

Singh et al. (2004) e Singh et al. (2005) demonstraram que CP8 pode
induzir apoptose em culturas de células epiteliais vaginais e uterinas bovinas.
Os autores sugerem que a inducédo de apoptose, em vez de necrose, pode ser
benéfica para o parasita por limitar a resposta inflamatéria, que poderia ser
prejudicial para este

Baseado nestes relatos, este estudo analisou se o0s produtos
extracelulares secretados pelo T. foetus causariam a perda da viabilidade
espermética e induziriam espermatozoéides bovinos a apoptose ou necrose por
meio da técnica da citometria de fluxo com o uso das sondas fluorescentes
anexina-V FITC e iodeto de propidio, que detectam simultaneamente

espermatozoides em apoptose ou necrose.
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A anexina-V € uma proteina que tem afinidade para fosfolipidios e,
guando conjugada com o fluorocromo fluorescente isotiocianato (FITC),
apresenta maior afinidade para a fosfatidilserina localizada na parte externa da
membrana do espermatozoide em apoptose, enquanto o iodeto de propidio €
capaz de penetrar no espermatozoide que perdeu a integridade da membrana
(VERMES et al.,, 1995). A associacao destas sondas fluorescentes para a
andlise da viabilidade espermética foi descrita por Januskauskas et al. (2003).
Estes autores utilizaram a técnica da citometria de fluxo associada a anexina-V
FITC e ao iodeto de propidio para demonstrarem que sémen criopreservado de
touros apresenta, ap0s o descongelamento, um aumento do numero de
espermatozoides em inicio de necrose, isto €, células anexina-V FITC e iodeto
de propidio positivas (AN+/IP+).

No presente estudo, considerando-se os resultados da tabela 2, observa-
se que nao houve perda significativa da viabilidade espermética apés trés
horas de manutencdo dos espermatozoides com o extrato da incubacgéo de T.
foetus de forma distinta daquela observada no grupo-controle. Esses
resultados diferem dos encontrados por Benchimol et al. (2007), que
demonstraram que, apos duas horas de interacdo de T. foetus com
espermatozoides bovinos, o0s parasitas causaram perda significativa da
viabilidade dos espermatozoides bovinos (>90%). Entretanto, estes autores
demonstraram os efeitos diretos da interacdo espermatozoides/parasita, € nédo
do extrato contendo produtos extracelulares secretados pelo T. foetus como no
presente trabalho.

Essa divergéncia de resultados pode ser ainda em decorréncia dos
diferentes procedimentos utilizados para a preparacdo dos espermatozoides.
No presente estudo, foi aplicada a técnica do gradiente de percoll para
obtencdo de espermatozoides livres do meio diluidor de preservacéo, para
aqueles com cinética adequada e para aqueles com maior percentual de
membrana plasmatica integra. Entretanto, Benchimol et al. (2007) estudaram
os efeitos de T. foetus sobre sémen criopreservado descongelado, sem
utilizacdo de uma técnica de separacdo espermatica e empregaram a técnica
de coloragédo com eosina/negrosina.

No sémen criopreservado descongelado, o nimero de espermatozoides

em apoptose com membrana plasmatica integra pode aumentar até 30-40%
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(ANZAR et al., 2002). Esses espermatozoides podem ndo ser corados com
eosina; desta maneira, pode-se superestimar a percentagem de
espermatozoides viaveis imediatamente apds a descongelacdo do sémen.

Os espermatozoides em apoptose representam uma fase transitoria
entre os viaveis e os necrosados. Durante a fase inicial de disturbios da funcao
da membrana, ocorre uma assimetria dos fosfolipidios, antes da integridade da
membrana a ser perdida (JANUSKAUSKAS et al, 2003). Portanto, os
espermatozoides em apoptose tornam-se necrosados rapidamente apés a
incubacédo a 37°C (ANZAR et al., 2002).

No presente experimento, foi usado o meio SOF para manter 0s
espermatozoides durante os testes de interacdo com o extrato da incubacao de
T. foetus. No estudo de Benchimol et al. (2007), foi usado o meio de cultura
TCM 199. Martins et al. (2007) observaram que o meio de TCM 199 confere
pouca protecdo ao espermatozoide, causando uma alta taxa de danos ao DNA,
com consequente diminui¢cdo da viabilidade espermatica. Este efeito pode estar
implicado na baixa percentagem de viabilidade espermética apds duas horas
de interacdo com T. foetus, observada por Benchimol et al. (2007).

Pode-se observar, na tabela 2, que ndo houve diferenca significante na
percentagem de espermatozoides em apoptose ou em necrose entre 0 grupo
de espermatozoides incubados com o extrato da incubacéo de T. foetus ou em
meio SOF. Entretanto, como visualizado na figura 2, o sémen de um touro em
particular apresentou um aumento na percentagem de espermatozoides em
apoptose apos o periodo de trés horas de incubagio com o extrato. E possivel
que os espermatozoides deste touro fossem mais susceptiveis aos efeitos dos
produtos extracelulares de T. foetus. Resultados como estes ainda ndo foram
relatados na literatura consultada e requerem investigacdes futuras para
elucidar suas implicagdes.

Neste estudo, constatou-se que T. foetus sobrevive e expressa seu gene
para CP8 na presenca ou ndo de espermatozoides bovinos em meio SOF e,
embora o0s produtos extracelulares secretados pelo parasita ndo causem
diminuicdo da viabilidade espermética, levaram a diminuicdo da motilidade
esperméatica progressiva que, aliada a aglutinacdo espermatozoide/parasita,

pode prejudicar a habilidade de fertilizacdo in vitro dos espermatozoides. Por
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hipotese, € possivel que este processo ocorra também in vivo, podendo estar

implicado no processo de infertilidade dos bovinos infectados pelo T. foetus.
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes de realizagdo deste estudo, chega-se as seguintes
conclusdes:

- T. foetus expressa o gene para cisteina peptidase independentemente

da interagcdo com espermatozoides bovinos.

- Os produtos extracelulares de T. foetus tém efeito citotoxico sobre os

espermatozoides, refletindo em diminuicdo da motilidade.

- Os produtos extracelulares de T. foetus ndo tém efeitos citotdxicos

sobre a viabilidade espermatica in vitro, apds trés horas de manutencao.
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Abstract

Tritrichomonas foetus is the etiologic agent of bovine trichomoniasis, a
contagious infectious disease of venereal transmission, which causes abortion
and infertility in cattle. In bulls, the infection starts in the epithelial surface of the
penis and prepuce. However, there is scarce information on bovine sperm
susceptibility to such parasite. Thus, the aim of this work was to study, in vitro,
the interaction between T. foetus and bovine sperm cells, as well as to evaluate
the effect of extracellular products secreted by the parasite on these cells.
Cryopreserved commercial semen was obtained from five fertile bulls (Bos
taurus taurus, Holstein). Spermatozoa were selected through the Percoll
gradient technique and kept for three hours with T. foetus or T. foetus culture
extract containing extracellular products secreted by the parasite. At 0, 1, 2 and
3 h, the progressive motility and the viability of spermatozoa were assessed.
Results were evaluated through non-parametric analysis of variance
complemented with Dunn’s test for multiple comparison. T. foetus adhered to
the bovine spermatozoa, expressing its gene for cysteine peptidase. The
extracellular products secreted by T. foetus were cytotoxic to the spermatozoa,
decreasing their progressive motility although viability was not significantly

decreased.

Keywords: Tritrichomonas foetus; Sperm motility; Sperm viability; Apoptosis;

Necrosis.



1. Introduction

Tritrichomonas foetus is a protozoan parasite found in the surface of the
urogenital mucosa of cattle, causing bovine trichomoniasis. This disease leads
to economic damages due to its direct effects on the reproductive performance
of infected herds, consequently affecting their productivity [1,2]. The clinical
symptoms of trichomoniasis in females include infertility, vaginitis, pyometra,
embryonic death, and abortion [3,4].

In bulls, T. foetus resides preferentially on the mucosa of the penis and
prepuce, where it triggers a chronic and asymptomatic infection [5,6].
Transmission mainly occurs during the coitus between an asymptomatic
infected bull and a susceptible female [2,7]; however, iatrogenic transmission
may occur through gynecological instruments [8,9]. Besides, T. foetus has been
suggested to survive in fresh and cryopreserved semen, as well as to be
transmitted through artificial insemination [10], which can be considered a
potential route for its introduction during in vitro fertilization. In a preliminary
study, T. foetus did not prevent the in vitro fertilization and the development of
bovine embryos [11].

However, T. foetus was already reported to adhere to and damage
bovine reproductive cells in vitro. The parasite was capable of adhering to the
bovine spermatozoa, leading to a decrease in their motility and agglutination
after 2 h interaction [12]. Exposure of oocytes to T. foetus caused a rapid
adhesion of parasites to the pellucid zone. After 6 h interaction, oocytes had
morphological characteristics compatible with apoptosis [13]. However, T.

foetus can also exert its cytopathic effects by secreting virulence factors into the



interaction medium. Cysteine peptidases (CPs), which are secreted by the
parasite, have a cytopathic effect on the cells of the bovine reproductive tract.
Also, CP8, obtained from T. foetus culture supernatant, induces apoptosis in
vaginal epithelial and uterine cells of cows [14,15].

T. foetus infection may result in transitory or permanent infertility in cows.
Such apparent infertility is probably due to embryonic death resultant of the
infection by the parasite [4]. However, T. foetus may have cytopathic effects on
spermatozoa, preventing the fertilization process. Therefore, further studies on
the pathogenic mechanism of this parasite are needed to better understand the
parasite-host interaction.

Thus, the present study aimed to improve the understanding of T. foetus
action on the pathogeny of trichomoniasis, as there is scarce specific

information on this subject.



2. Materials and methods

2.1. Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus K strain [16] was grown in Diamond TYM medium
[17] supplemented with 10% fetal calf serum (Nutricell — Nutrientes celulares,
Campinas, Sao Paulo State, Brazil) for 24 h, at 37°C, in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. Then, the cells were collected by
centrifugation, rinsed in serum-depleted Diamond TYM medium, counted in a
hematimetric chamber, and suspended in modified synthetic oviductal fluid

(SOF) [18] at 1x10° parasites/mL.

2.2. T. foetus culture extract

After incubation of T. foetus (1x10° parasites/mL) in SOF medium for 3 h
at 37°C, the supernatant was obtained by centrifugation at 400 X g for 10 min
and filtered through a sterile 0.2 pum membrane filter. The remnant was

denominated T. foetus culture extract.

2.3. Spermatozoa

Cryopreserved semen was obtained from five fertile bulls (Bos taurus
taurus, Holstein-Friesian) with fertility proven in commercial programs of
artificial insemination. All semen samples (20 plastic straws of 250 uL) were of

the same commercial batch. Thawing was performed by immersing straws for



20 s in a 40°C water bath. Then, the spermatozoa were selected through
Percoll gradient, as previously described by Gorus and Pipeleers [19]. In brief,
thawed semen was added to a gradient obtained with 1mL of 90% Percoll
solution (Nutricell — Nutrientes celulares, Brazil) and 1mL of 45% Percoll
solution (Nutricell — Nutrientes celulares, Brazil). After centrifugation at 900 X g
for 30 min, the pellet containing the spermatozoa was resuspended in 3 mL X-
Cell® medium (IMV Technologies, USA) and centrifuged at 400 X g for 5 min.
The spermatozoa were then added to 200 uL SOF medium. To analyze the
interaction sperm cell-T. foetus or sperm cell-T. foetus culture extract, the
number of spermatozoa was standardized at 1x10° spermatozoa/mL. All studies

were carried out separately for each bull.

2.4. Experimental design

For the analysis of sperm cell-T. foetus interaction, considering the
expression of T. foetus CP8, the parasite at 1x10®/mL concentration was added
to 1 mL SOF medium containing 1x10° spermatozoa/mL and incubated for until
3 h at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO..

To analyze the effect of T. foetus extracellular products on sperm cell
motility and viability, 1x10° spermatozoa/mL were suspended in 1 mL T. foetus

culture extract or ImL SOF medium (control) for until 3 h at 37°C.



2.5. Expression analysis of the gene for CP8 during parasite-sperm cell

interaction

2.5.1. Total RNA extraction

RNA expression concerning T. foetus CP8 (access number X87781) was
followed at 0, 1, 2 and 3 h of parasite-sperm cell interaction carried out in 1mL
SOF medium. Controls consisted of parasites before their interaction with
spermatozoa. Total RNA from the parasites was obtained by using the Total
RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corporation, USA) following the
manufacturer’s instructions. Both concentration and purity of the RNA samples
were spectrophotometrically monitored by Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (NanoDrop, USA). Then, RNA samples were treated with

RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega, USA).

2.5.2. Reverse Transcriptase — PCR

The respective cDNA was generated by using the ImProm-lII™Reverse
Trasncriptase Kit (Promega, USA) following the manufacturer’s instructions.
Polymerase chain reaction (PCR) amplification of T. foetus cDNA was designed
and performed as follows: forward primer (5— TCT CAG CTA TCC AAG CTG
CCG AAT) and reverse ones (5= TGG TTG AAC CTT CAG CAC CGA AAQ)
were designed to amplify a 456bp band from a CP8 fragment using
PrimerQuest (www.idtdna.com.). The reaction was developed for a final volume

of 25 pL using the kit Go Taq Green Master Mix (Promega, USA) with the



addition of 4 pL cDNA for the reaction and 10 pmol of each primer. The
amplification was performed in Eppendorf Mastercycler Gradient Thermocycler
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, USA) and the adopted cycle
conditions were: one cycle at 94°C for 5 min, forty cycles at 94°C for 1 min, one
cycle at 60°C for 1 min, another cycle at 72°C for 1 min, and an additional cycle
at 72°C for 5 min. Total DNA from T. foetus was used as positive control and
water as negative control. The amplification efficiency was determined on 1.5%
agarose gels in 1 x TBE buffer stained with SYBR Safe dye (Invitrogen, USA).
The size of the amplified products was compared with 100kb standards (Norgen
Biotek Corporation, USA) and the gels were photographed under UV

transilluminator.

2.6. Analysis of sperm cell motility

To analyze sperm cell progressive motility (%) during incubation of
spermatozoa in T. foetus culture extract or SOF medium (control), the
Computer-Assisted Semen Analysis — CASA, version IVOS-12, Hamilton
Thorne Biosciences (IMV Technologies, USA), was appropriately standardized
with set-up for bovine semen. The analysis was carried out with 5 pL semen
aliquots incubated for different times and placed in a Makler Counting Chamber
(Sefi-medical Instruments, Haifa, Israel). Objects incorrectly identified as
spermatozoa were disregarded in the analysis. At 0, 1, 2, and 3 h incubation,
the spermatozoa in supernatants or SOF medium were evaluated for

progressive motility, and the result was expressed as percentage.



2.7. Flow cytometric analysis

At 0, 1, 2 and 3 h incubation, the spermatozoa in T. foetus culture extract
or SOF medium (control) were analyzed for viability using flow cytometry with
Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen™, USA). Staining
was conducted according to the protocol recommended by the manufacturer,
with slight modifications. In brief, spermatozoa (1x10°/mL) were collected and
suspended in 200uL annexin-V binding buffer for 10 min. Then, the remaining
product was centrifuged at 900 X g for 15 min, and aliquots of 100 uL were
transferred to 5mL culture tubes supplemented with 5uL annexin-V-FITC and 5
uL propidium iodide. The tubes were gently mixed and further incubated for 15
min in the dark. Additional 400 mL binding buffer was added to each tube prior
to analysis. The samples were analyzed in a FACSCalibur™ flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with an argon-ion LASER 488 nm
and CellQuest™ software. Acquisition gate was applied to the FSC/SSC two-
dimensional histogram to restrict the analysis to spermatozoa and to eliminate
small debris and other particles from other analyses. This method allows the
identification of four distinct types of spermatozoa: viable spermatozoa
(annexin-V-negative/Pl-negative, AN-/PI-), apoptotic spermatozoa (annexin-V-
positive/Pl-negative, AN+/PI-), early necrotic spermatozoa (annexin-V-
positive/Pl-positive, AN+/Pl+), and necrotic spermatozoa (annexin-V-

negative/Pl-positive, AN-/P1+) [20].

10



2.8. Statistical analysis

Nonparametric analysis and Dunn’s nonparametric test for multiple

comparisons were used [21]. Significance levels were set at 5%.

11



3. RESULTS

3.1. Bovine spermatozoa adhere to T. foetus

After 30 min incubation of the mixture containing 1x10° spermatozoa/mL,
which were selected through centrifugation in Percoll gradient, with 1x10%/mL T.
foetus in SOF medium at 37°C and 5% CO,, bovine spermatozoa adhered by

the head and tail to the cellular body of T. foetus, indicating interaction.

3.2. T. foetus expresses the gene for CP8 during the interaction with

spermatozoa

Gene expression for T. foetus CP8 was evaluated at 0, 1, 2 and 3 h
incubation of the parasite in SOF medium (control) or in SOF medium
containing bovine spermatozoa. The gene for CP8 was continuously expressed
by T. foetus incubated in SOF medium, independently of the presence of

spermatozoa (Fig. 1).

3.3. Sperm cell progressive motility was changed by T. foetus extracellular

products

The results of sperm cell progressive motility analysis using CASA are
shown in Table 1. The progressive motility of spermatozoa kept in SOF medium
(control) did not decrease over the three hours of the experiment. However,

spermatozoa kept in T. foetus culture extract had reduced progressive motility

12



after 1 h. The percentage of spermatozoa with progressive motility after 3 h was

lower in the culture extract than in the control group.

3.4. Sperm cell viability after interaction with T. foetus culture extract

The results of sperm viability assessed through flow cytometry using
annexin-V-FITC (AN) and propidium iodide (PI) during incubation in T. foetus
culture extract or SOF medium are summarized in Table 2. After 3 h, the
percentage of viable spermatozoa (AN-/PIl-) decreased in both evaluated
groups. From 2 h, the percentage of viable spermatozoa in T. foetus culture
extract was higher than in the control group.

At all evaluation times and in both groups, the percentage of positive
annexin-V-FITC cells (AN+/Pl-) decreased, indicating there were few
spermatozoa in apoptosis. The semen of one bull had higher percentage of
cells in apoptosis (10.6%) after 3 h interaction with T. foetus culture extract;
however, this was not enough to cause a significant difference between the
studied groups, which were different only at the initial period (Fig. 2). The
spermatozoa kept in T. foetus culture extract presented higher percentage of
apoptosis at the end of the experiment than at the initial period.

Most positive annexin-V-FITC cells were also positive for propidium
iodide (AN+/Pl+); these cells were spermatozoa in initial necrosis with
compromised plasmatic membrane. The percentage of spermatozoa in initial
necrosis was not significantly different between groups at any of the
experimental periods and both groups had elevated spermatozoa of this class

at the final period, relative to the initial one.

13



There was an increase in the number of spermatozoa in necrosis
(AN-/P1+) during the experiment in both groups, which corresponded to a

decrease in sperm cell viability throughout the incubation period.

14



4. Discussion

Although T. foetus is known to induce infertility in cattle, there are scarce
studies on the mechanisms through which this process occur [22,4]. T. foetus
infection probably prevents fertilization or interrupts gestation before maternal
recognition and many of these cases are not notified.

The results of the present study presented in Table 1 indicate that after 2
h incubation of spermatozoa in T. foetus culture extract, the extracellular
products secreted by the parasite significantly decreased the sperm cell
progressive motility in vitro, relative to control. Such results agree with those
obtained by Benchimol et al. [13], who detected a decrease in bovine sperm cell
motility after 2 h interaction with T. foetus. The present data also corroborate
the results reported by Han et al. [23], who investigated the in vitro effects of T.
vaginalis metabolites on human spermatozoa and found that the decrease in
the motility of sperm cells was proportional to their incubation time in the
parasite culture supernatant.

Motility is essential for the transport of spermatozoa along the female
reproductive tract, as well as for their penetration into the oocyte during
fertilization [24]. Kathiravan et al. [25] found a positive correlation between
sperm cell progressive motility and fertilization percentage. However,
pathogenic microorganisms present in the bovine urogenital tract may decrease
the motility of spermatozoa. Sylla et al. [26] reported that Mycoplasma mycoides
ssp. mycoides destabilized the organization of axoneme microtubules of bovine
spermatozoa and altered the transport mechanism of these cells, decreasing

their fertilization capability in vitro.
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Based on previous reports about the importance of sperm cell motility in
the fertilization process, T. foetus is here suggested to reduce the conception
rate by interfering with the motility of spermatozoa. The extracellular products
secreted by the parasite decreased sperm cell motility and the direct contact of
spermatozoa with the parasite caused intense agglutination, probably affecting
their transport mechanism. To confirm such hypothesis, future investigations
are needed.

Trichomonads produce a variety of virulence factors which can be
important to invade and destroy the host tissue; these include adhesins [27],
proteases [28], hemagglutinins [29], hemolysins [30] and cysteine peptidase
(CP) [31]. T. foetus CPs have been observed in the cervical mucosa of heifers
experimentally infected with this parasite [32].

Kania et al. [33] demonstrated that the transcription of the gene for CP8
can be detected through RT-PCR. Those authors noted that this gene was
expressed inside the uterus of females experimentally infected with T. foetus. In
the present study, after RT-PCR analysis of the transcription of the gene for
CP8 shown in Fig. 1, T. foetus extracellular products present in the supernatant
were suggested to constitute virulence factors of the parasite in the interaction
medium. One of these virulence factors can be CP8 since the parasite
continuously expressed the gene for this peptidase either in the presence or in
the absence of bovine spermatozoa. However, the effects of T. foetus culture
extract might have not been exclusively mediated by CP8; several other
extracellular products secreted by T. foetus were probably present.

Singh et al. [14] and Singh et al. [15] demonstrated that CP8 may induce

apoptosis in bovine uterine and vaginal epithelial cell cultures. Those authors
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suggested that induction of apoptosis instead of necrosis may be beneficial to
the parasite as the former limits the inflammatory response which could be
harmful to the parasite.

Based on such reports, the present study analyzed whether the
extracellular products secreted by T. foetus decrease sperm cell viability and
induce apoptosis or necrosis in bovine spermatozoa. For this analysis, we
employed flow cytometry using the fluorescent waves annexin-V-FITC and
propidium iodide, which simultaneously detect spermatozoa in apoptosis and
Necrosis.

The protein annexin-V has affinity for phospholipids and when
conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) presents higher affinity for
phosphatidylserine, which is located in the outer part of the membrane of
spermatozoa in apoptosis. Propidium iodide is capable of penetrating the sperm
cell that had lost its membrane integrity [34]. The association of these
fluorescent waves to analyze sperm cell viability was described by
Januskauskas et al. [35]. These authors employed the flow cytometry technique
associated with annexin-V-FITC and propidium iodide to demonstrate that, after
thawing, cryopreserved semen of bulls has increased number of spermatozoa
in necrosis, i.e. positive annexin-V-FITC and propidium iodide cells (AN+/IP+).

In the present study, considering the results in Table 2, there was no
significant loss of viability after three hours incubation of spermatozoa with T.
foetus culture extract, differently from the control group. These results differ
from those obtained by Benchimol et al. [13], who showed that after 2 h
interaction of T. foetus with bovine spermatozoa, the parasites caused a

significant viability loss in sperm cells (>90%). However, those authors
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demonstrated the direct effects of the sperm cell/parasite interaction, not
involving the extracellular products secreted by T. foetus.

Such divergence of results may be due to the different procedures
adopted for sperm cell preparation. In the present study, Percoll gradient
technique was used to obtain free spermatozoa from the dilutive preservation
medium and those with appropriate kinetics and higher percentage of intact
plasma membrane [36]. However, Benchimol et al. [13] studied the effects of T.
foetus on thawed cryopreserved semen, without sperm separation but using
color techniques including eosin/nigrosine

In thawed cryopreserved semen, the number of spermatozoa in
apoptosis with intact plasma membrane can reach up to 30-40% [20]. These
spermatozoa may be not stained with eosin; thus, the percentage of viable
sperm cells can be overestimated immediately after the semen thawing.

Spermatozoa in apoptosis represent a transitory phase between viable
and necrosed cells. During the initial phase of membrane function disturbances,
there is an asymmetry of phospholipids before the membrane integrity is lost
[35]. Therefore, spermatozoa in apoptosis become rapidly necrosed after
incubation at 37°C [20].

In the present experiment, spermatozoa was kept in SOF medium during
interaction tests with T. foetus culture extract. Benchimol et al. [13] used TCM
199 as culture medium in its study. According to Martins et al. [37], TCM199
medium provides little protection to spermatozoa, causing great damages to the
DNA, consequently decreasing spermatic viability. This effect may have led to
the low viability percentage of sperm cells after 2 h interaction with T. foetus

observed by Benchimol et al. [13].
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As shown in Table 2, there was no significant difference in the
percentage of apoptosis or necrosis between spermatozoa incubated with T.
foetus culture extract and those incubated in SOF medium. However, as
indicated in Fig. 2, the semen of one bull presented higher percentage of
spermatozoa in apoptosis after 3 h incubation with the extract. The sperm cells
of this bull were probably more susceptible to the effects of T. foetus
extracellular products. Similar results have not been reported in literature and
require further investigation to elucidate their implications.

In conclusion, Tritrichomonas foetus survives and expresses its gene for
CP8 either in the presence or in the absence of bovine spermatozoa in SOF
medium. Although the extracellular products secreted by this parasite do not
reduce the viability, they lead to a decrease in the progressive motility of
spermatozoa which, associated with sperm cell/parasite agglutination, may
affect the in vitro fertilization capability of these cells. As hypothesis, such
process may also occur in vivo and can be implicated in the infertility of T.

foetus-infected cattle.
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Table 1

Percentage of motile spermatozoa, assessed by CASA, during maintenance in

SOF (control) or T. foetus incubation extract at 0, 1, 2 and 3 hours.

27



Table 2

Percentage of double negative (AN-/PI-), annexin-V positive (AN+/PI-), double
positive (AN+/Pl+) and propidium iodide positive (AN-/Pl+) sperm cells
maintained in SOF (control) or T. foetus incubation extract at 0, 1, 2 and 3

hours.
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Table 1

Time of maintenance (hours)

Group
0 1 2 3
SOF (control) 65.0 63.0 60.0% 50.0%
(n=5) (50.0-86.0)* (58.0-67.0) (42.0-64.0) (38.0-57.0)
Extract 67.0" 42.0"8 38.0"B 20.0"®
(n=5) (50.0-80.0) (20.0-54.0) (23.0-42.0) (17.0-33.0)

Values with different small letter in a given column or with different capital letter within of row differ
significantly (P> 0.05).
SOF: modified synthetic oviductal fluid

()* range (min—max)
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Table 2

Time of maintenance (hours)

Spermatozoa Group

0 1 2 3

AN-/PI- SOF (control) 64.8" 52.6" 38.178 28.1"®
(n=5) (47.1-73.5)* (41.1-54.8) (34.5-49.5) (21.0-34.8)

Extract 69.4" 66.0" 51.4%8 33.2%°
(n=5) (60.4-74.2) (52.6-64.3) (49.7-52.6) (32.8-46.9)

AN+/PI- SOF (control) 0.69% 1.01 0.49 0.67
(n=5) (0.47-1.68) (0.44-1.08) (0.19-0.93) (0.60-1.26)

Extract 0.38"® 0.57"8 0.75"® 0.99"
(n=5) (0.15-0.76) (0.51-1.43) (0.48-1.88) (0.53-10.60)

AN+/PI+ SOF (control) 28.7° 36.0"° 45.1"8 55.5"
(n=5) (20.5-44.8) (34.7-47.7) (38.9-50.5) (39.3-62.1)

Extract 24.6° 34.4"8 36.2"® 45.2"
(n=5) (20.1-33.4) (25.9-36.0) (32.4-52.6) (39.2-51.3)

AN-/Pl+ SOF (control) 6.1% 10.1%® 14.1* 16.2"
(n=5) (5.0-6.5)  (9.2-12.6) (11.4-16.6) (15.7-25.0)

Extract 5.6° 9.0"® 11.0%° 12.7%
(n=5) (49-6.1)  (8.7-12.1) (8.6-14.6)  (6.8-21.1)

Values with different small letter in a given column or with different capital letter within of row differ

significantly (P> 0.05).

SOF: modified synthetic oviductal fluid

()* range (min—-max)
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Figure Legends:

Fig.1

RT-PCR analysis the CP8 gene expression of T. foetus corresponding to a 456

bp band (a) and the CP8 gene expression during T. foetus- sperm cell

interaction (b) at 0 (h0), 1 (h1), 2 (h2) and 3 (h3) hours.
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Fig. 2.

Flow cytometry contour plots of spermatozoa during maintenance in SOF
(control) at 0 (I) and 3 hour (Il) or T. foetus incubation extract at 0 (lll) and 3
hour (1V). (a) Viable sperm cells (AN-/PI-). (b) Apoptotic sperm cells (AN+/PI-).
(c) Early necrotic sperm cells (AN+/PI+). (d) Necrotic sperm cells (AN-/Pl+).
Note that there are more apoptotic sperm cells after 3 hours of maintenance in

T. foetus incubation extract (1V).
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Fig.1
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