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CANUTO, L.E.F. EFEITO DO PLASMA SEMINAL SOBRE A LIGACAO DE
ESPERMATOZOIDES DA CAUDA DO EPIDIDIMO EQUINO AOS EXPLANTES
DA TUBA UTERINA. Botucatu — SP. 2019. 42p. Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

RESUMO

A recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo é uma das principais
alternativas nos casos de Obito inesperado, eutanasia, processos obstrutivos ou castracéo
terapéutica. Nessa técnica os espermatozoides ndo entram em contato com o plasma
seminal, ndo incorporando seus constituintes, que interferem nos processos fisioldgicos
importantes para fertilizacdo, como a ligacéo dos espermatozoides ao reservatério da tuba
uterina, que aumenta a vida Util do espermatozoide e diminui as chances de poliespermia.
Nesse sentido o objetivo do presente trabalho foi comparar a cinética e ligacéo da tuba
uterina aos espermatozoides recuperados da cauda do epididimo com e sem adicdo de
plasma seminal. Utilizou-se 8 garanhGes da ragca Minihorse para o resgate de
espermatozoides da cauda do epididimo pela técnica de fluxo retrégrado. Apéds a colheita
foi dividido em 4 grupos, LD apenas com diluente a base de leite desnatado, GO recebeu
adicdo de diluente para congelacdo a base de gema de ovo, PSB plasma seminal de
garanhdo com alta fertilidade e capacidade de refrigeracdo, e PSR plasma seminal de
garanhdo com fertilidade e capacidade de refrigeracdo inferiores. Foi avaliado cinética,
integridade de membrana espermatica e a taxa de ligacdo a explantes da tuba uterina. Nao
apresentaram diferenca na integridade da membrana nem na taxa de ligacdo, no entanto,
observou-se diferenca quanto a cinética espermatica. Conclui-se que a adi¢éo de plasma
seminal de diferentes garanhdes interferiu, de forma diferente na cinética de
espermatozoides da cauda do epididimo aumentando a motilidade total e progressiva e a
porcentagem de espermatozoides rapidos. No entanto ndo foi observado diferenca
(p<0,05) nas taxas de ligacdo de espermatozoides da cauda do epididimo por area de

explante entre os grupos que receberam e os que néo receberam adigéo de plasma seminal.

Palavras-chave: garanhdo, teste de ligagéo, cinética espermatica
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CANUTO, L.E.F. EFFECT OF SEMINAL PLASMA ON SPERMATOZOA BINDING
FROM EQUINE EPIDIDYMIS TAIL TO UTERINE TUBA EXPLANTS. Botucatu —
SP. 2019. 42p. Sao Paulo State University - School of Veterinary Medicine and Animal
Science.

ABSTRACT

Sperm retrieval from the tail of the epididymis is one of the main alternatives in cases of
unexpected death, euthanasia, obstructive processes, therapeutic castration. In this
technique spermatozoa do not come into contact with the seminal plasma, not
incorporating their constituents, which interfere in the physiological processes important
for fertilization, such as sperm binding to the uterine tube reservoir, which increases
sperm life and decreases the chances of polyspermia. In this sense, the objective of the
present study was to compare the kinetics and uterine tubal attachment to the spermatozoa
recovered from the tail of the epididymis with and without addition of seminal plasma.
Eight minihorse stallions were used to retrieve spermatozoa from the tail of the
epididymis by the retrograde flow technique. After harvesting was divided into 4 groups,
LD only with diluent the skim milk base, GO received addition of diluent for freezing the
egg yolk, PSB seminal stallion plasma with high fertility and cooling capacity, and PSR
seminal plasma fertility and lower cooling capacity. Kinetics, spermatic membrane
integrity and the rate of binding to the explants of the uterine tube were evaluated. There
was no difference in membrane integrity or binding rate, however, a difference was
observed in spermatic kinetics. It was concluded that the addition of seminal plasma of
different stallions interfered, differently in spermatozoa kinetics of the tail of the
epididymis increased total and progressive motility and the percentage of fast
spermatozoa. However, no difference (p <0.05) was observed in sperm binding rates of
the tail of the epididymis per explant area between the groups that received and those not

receiving addition of seminal plasma.

Key-words: stallion, bonding test, sperm motility



CAPITULO 1



INTRODUCAO

A utilizacdo de biotecnologias aplicadas a espécie equina € uma maneira de acelerar
0 ganho genético e competitividade na industria do cavalo, visando a conservacdo do
material genético de animais de alto valor zootécnico para maximizar sua utilizacéo.
Dentre estas, pode ser destacada a recuperacéo de espermatozoides da cauda do epididimo
de reprodutores que sofreram algum trauma ou enfermidade que impossibilita a colheita
do sémen, ou que tenham vindo a ébito por causa natural ou eutandsia. Nestes casos,
muitos proprietérios tém buscado uma ultima recuperacdo dos gametas na tentativa de
obter mais produtos com a genética valiosa daqueles animais.

Em 1957 foi relatada a primeira prenhez utilizando espermatozoides congelados na
espécie equina, sendo em uma égua inseminada com espermatozoides recuperados da
cauda do epididimo (BARKER e GANDIER, 1957). Apesar da fertilidade desses
espermatozoides ser confirmada desde esse estudo ainda existem guestionamentos quanto
a sua capacidade de interacdo no sistema reprodutivo da fémea, estimulando assim mais
estudos nessa area.

Segundo Papa et al. (2008), os estudos com epididimos equinos envolvem o
desenvolvimento de técnicas de colheita, comparacdo de diferentes meios diluentes,
refrigeracdo, viabilidade espermatica apds adicdo de plasma seminal, viabilidade
espermatica de garanhdes subfeérteis, fertilidade e metodologias de inseminacao e injecdo
intracitoplasmatica desses espermatozoides.

Tanto os componentes moleculares dos espermatozoides quanto os dos meios que 0s
cercam influenciam na capacidade fertilizante. As proteinas do plasma seminal, por
exemplo, modulam funcBes e processos importantes na reproducdo, como a cinética e
capacitacdo espermatica, protecdo celular, reacdo acrossdmica e fertilizacdo (BOUE et
al., 1996).

No entanto, espermatozoides recuperados da cauda do epididimo, independente da
técnica, ndo entram em contato com o plasma seminal, logo ndo incorporam suas
proteinas, lipideos e ions que certamente participam de processos fisiol0gicos importantes
para a fertilizagéo.

Existem diversos estudos sobre os varios componentes bioquimicos do plasma
seminal e progressos tém sido feitos especialmente no campo da protebmica. Contudo,

pouco se sabe a respeito da importancia destes na adesdo dos espermatozoides



provenientes do epididimo aos sitios de ligacdo das células epiteliais da tuba uterina da
espécie equina.

Segundo Suarez, (2008), o reservatério espermatico das fémeas mamiferas esta
localizado principalmente na tuba uterina, na regido do istmo. Suas funcGes ainda nao
estdo completamente elucidadas, contudo as células espermaéticas ficam retidas no
reservatorio espermatico da tuba uterina.

Na espécie bovina, De Pauw et al. (2002) relataram diferentes taxas de ligacédo de
espermatozoides a explantes da tuba uterina quando comparados diferentes touros,
ressaltando a existéncia de fatores individuais que podem interferir na ligacdo. Também
observaram uma correlacdo positiva entre a taxa de adeséo dos espermatozoides as células
da tuba e fertilidade do animal, sugerindo, que o teste in vitro de ligacdo poderia predizer
a fertilidade na espécie estudada.

Com base nessas informacdes, nota-se a importancia e a necessidade de estudos na
area para melhor compreensdao da fisiologia espermatica, esclarecimento das funcdes do
plasma seminal na interacdo com os sitios de ligacdo das células epiteliais da tuba uterina,
e consequentemente para melhorar a taxa de fertilidade dos espermatozoides equinos

recuperados da cauda do epididimo.

REVISAO DE LITERATURA

1. Composic¢do do ejaculado equino

O ejaculado é composto basicamente por duas por¢des diferentes: a por¢édo celular
que é composta pelos espermatozoides, corresponde menos de 1% do volume total, e a
porcdo referente ao plasma seminal (PS), que constitui a parte liquida que oferece ao
sémen a maior parte do volume total (KARESKOSKI e KATILA, 2008).

O PS, conjunto de fluidos secretados pelos testiculos, epididimos e glandulas sexuais
acessorias, esta envolvido em variadas fungdes e também em eventos que precedem a
fecundacdo (KARESKOSKI e KATILA, 2008).

Nos equinos o plasma seminal consiste em um fluido expelido em fragGes durante
a ejaculacéo e sua composicéo apresenta diferentes aspectos bioquimicos de acordo com
cada fracdo ejaculada. A primeira fracdo € a pré-espermatica, aquosa, e provém das

glandulas bulbouretrais e prostata e realiza a limpeza da uretra. A segunda fracéo € rica
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1994) justificando o maior nimero de espermatozoides por area ligado do nosso estudo
uma vez que realizou-se a selecéo de istmos para aquisi¢do dos explantes.

A selecdo das tubas de novilhas ndo gestantes e sem presenca de corpo IUteo em
ambos ovarios, foi realizada visto que pesquisas com espermatozoides humanos
evidenciou-se que a presenca de progesterona aumenta 0s niveis de calcio nos
espermatozoides (Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011), junto com um aumento no
pH, produzindo uma hiperativagdo espermética que impede a ligagdo dos
espermatozoides ao epitélio da tuba uterina, ou produz um desprendimento prematuro

(Bureau et al., 2002; Gonzalez et al., 2012; Aalberts et al., 2013).

5. Concluséo

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que a adi¢do de plasma seminal
de diferentes doadores interfere de forma diferente na cinética de espermatozoides da
cauda do epididimo, aumentando a motilidade total e progressiva e a porcentagem de
espermatozoides rapidos quando tiveram contato com o plasma seminal de um garanhdo
doador com melhor cinética espermatica quando comparado a um plasma seminal de um
doador com menores valores de cinética. No entanto a adicdo de plasma seminal ndo
aumentou a taxa de ligacdo de espermatozoides colhidos da cauda do epididimo equino
por area de explante da tuba uterina bovina, acredita-se que os fatores do plasma seminal
que interferem na cinética sdo diferentes dos responsaveis pela interacdo do

espermatozoide com o epitélio da tuba uterina.
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