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CARNEIRO, J.AM. Capacidade de ligagdo dos espermatozoides do
epididimo de equinos as células da tuba uterina cultivadas in vitro. Botucatu,
2014. 75p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

Resumo

Muitas biotecnologias estdo sendo desenvolvidas visando a conservagao do
material genético de garanhdes de alto valor zootécnico. Dentre estas pode-se
destacar a colheita de espermatozoides do epididimo de animais que sofreram
algum trauma ou enfermidade que impossibilitem a colheita do sémen, 6bito ou
eutanasia. Porém essas células espermaticas ndo entram em contato com o
plasma seminal, importante por conter proteinas que participam de processos
relacionados a protecédo e ligacdo dos espermatozoides aos reservatérios
espermaticos na tuba uterina. Neste sentido, sugere-se que haja importantes
alteragbes bioquimicas nas células espermaticas do epididimo, objetivando-se
assim com esta reviséo, estudar as principais diferengcas morfofuncionais entre os

espermatozoides provenientes do epididimo e do ejaculado.

Palavras-chave: espermatozoide, plasma seminal, adesé&o celular.



CARNEIRO, J.A.M. Capacity of binding from equine epididymis spermatozoa
to the oviduct cells cultured in vitro. Botucatu, 2014. 75p. Dissertagcéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Abstract

Several biotechnologies are being developed aiming genetic material conservation
of stallions with high zootechnical value, as we can highlight the harvest
epididymis’s sperm of animals who suffered trauma or illness that makes
impossible the semen collection, death or euthanasia. However these sperm cells
do not get in touch with seminal plasma, important whereas it has proteins that
participate in processes related to the protection and binding of sperm to the
sperm reservoir in the oviduct. In this sense, it suggests that there is significant
biochemical changes in epididymal sperm, aiming with this review to study the
main morphological and functional differences between the sperm from the

epididymis and ejaculated.

Keywords: spermatozoon, seminal plasma, cell adhesion.
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1.INTRODUCAO

De acordo com IBGE (2011), o Brasil conta com o quarto maior rebanho
equino do mundo, com um plantel de 5,5 milhdes de cabecas, o segundo maior
rebanho bovino com um efetivo nacional de 212,8 milhdes de cabecgas, além de
um crescimento consideravel no rebanho dos animais de médio porte como
caprinos, ovinos e suinos (9,3, 17,6 e 39,3 milhdes de cabecgas, respectivamente),
sendo um dos paises que mais gera produtos utilizando biotécnicas reprodutivas.

Esta producdo tem estimulado o desenvolvimento de biotecnologias da
reproducgdo visando a conservagédo de material genético de animais de alto valor
zootécnico. Dentre estas, pode ser destacar a colheita de espermatozoides do
epididimo de reprodutores que sofreram algum trauma ou enfermidade que
impossibilitem a colheita do sémen, ou que tenham vindo a ébito ou eutanasia.
Nestes casos, muitos proprietarios tém buscado uma ultima recuperagcao do
sémen na tentativa de obter mais produtos com a genética valiosa daqueles
animais.

Embora estudos recentes em equinos demonstrem um avancgo significativo
no que se refere a viabilidade dos espermatozoides recuperados da cauda do
epididimo, os componentes moleculares dos espermatozoides, ou dos meios que
os cercam, influenciam na capacidade de fertilizacdo destas células. Frente a tal
conceito, proteinas do plasma seminal modulam fungdes e processos cruciais da
reproducdo, como a motilidade, capacitacdo espermatica, protecdo celular,
reagéo acrossémica e fertilizagao.

E conhecido que ao entrar em contato com o plasma seminal, os
espermatozoides adquirem a capacidade de se aderir aos sitios de ligacao dos
reservatorios espermaticos na tuba uterina, pela combinacdo de uma série de
fatores. Dentre estes, o edema da mucosa da tuba uterina associado a fase do
ciclo estral levando a constricdo localizada do istmo, reducdo da motilidade
espermatica no istmo, retencdo dos espermatozoides no muco local e fixagdo as
células epiteliais da tuba uterina (THOMAS et al., 1994).

In vitro, o reservatorio espermatico aumenta a viabilidade do espermatozoide
equino (TROEDSSON et al., 1998). Pesquisas demonstraram que o reservatorio
espermatico possui diferentes fungbes como a prevengdo da capacitagdo

espermatica precoce, por manter em nivel basal a concentragdo intracelular de
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calcio e redugao do risco de poliespermia por liberar uma quantidade pequena e
suficiente de espermatozoides para a fecundagcdo no momento da ovulagdo
(LEFEBVRE et al., 1995).

Porém a inseminacéo artificial com espermatozoides da cauda do epididimo,
0s gametas nao entraram em contato com o plasma seminal, podendo assim nao
adquirir essa capacidade de fixagao no sitio de ligagdo na tuba uterina.

Embora os dados sobre as caracteristicas de varios componentes
bioquimicos do plasma seminal tenham sido publicados e progressos feitos
especialmente no campo da protedmica, pouco se sabe a respeito da diferenca
de adeséo dos espermatozoides provenientes do epididimo e do ejaculado nos
sitios de ligagdo dos reservatérios espermaticos, e até onde o plasma seminal é
responsavel por essa relagéo, na espécie equina.

Com base nessas informacgdes e para melhor compreensédo da fisiologia
espermatica, objetivou-se com essa reviséo identificar as principais diferengas
morfofuncionais entre os espermatozoides provenientes do ejaculado e do
epididimo, assim como sua interagdo nos sitios de ligacdo do reservatorio

espermatico no oviduto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espermatogénese

O epitélio seminifero, delineando os tubulos seminiferos, é composto de dois
tipos celulares basicos, as células de Sertoli e as células germinativas em
desenvolvimento onde ocorre o inicio da formagéo dos espermatozoides (HAFEZ
et al., 2004).

A espermatogénese é um processo altamente sincronizado e organizado
onde células dipléides (espermatogbnias) se diferenciam, pela meiose, numa
célula hapléide madura (espermatozoide), dentro de um emaranhado de tubulos
seminiferos que tem suas duas aberturas direcionadas para a rete testis e
liberadas para o epididimo e ducto deferente. Estes tubulos sdo compostos por
células germinativas em diferentes graus de desenvolvimento, intercaladas e
sustentadas por células de Sertoli, que se fixam na membrana basal e se
estendem até o lumen (VARNER & JOHNSON, 2007).



O processo se divide em trés fases: a espermatocitogénese (fase de
proliferacdo), a meiose (fase de multiplicagdo) e a espermiogénese (fase de
diferenciagéo) (HAFEZ et al., 2004).

Durante a espermatocitogénese (fase de proliferagédo), as células
germinativas mais jovens — as espermatogébnias — se dividem em cinco geracdes
celulares (A1, A2, A3, B1 e B2). Durante esta fase, parte do citoplasma dessas
células continua unido formando pontes intercelulares que sdo importantes por
permitr a comunicagdo direta entre as células irmas, garantindo o
desenvolvimento sincronizado desta linhagem celular (JOHNSON et al., 1997;
NEVES, 2001).

A seguir inicia-se a meiose (fase de multiplicagdo), caracterizada pela
duplicagdo e troca de material genético por recombinacdo e duas divisbes
meioticas que dao origem a espermatides arredondadas e hapléides (HAFEZ et
al., 2004).

Na fase seguinte, espermiogénese (fase de diferenciagédo), as espermatides
arredondadas sofrem uma transformacéo severa com compactagédo da cromatina,
formacdo do flagelo, do acrossoma e perdem citoplasma para, entdo, serem
liberadas no lumen do tubulo seminifero como espermatozoides, processo
denominado de espermiagdo. Durante esta fase as células sdo mais vulneraveis a
defeitos estruturais e genéticos (AMANN, 1993; KERR et al., 2006).

No final do processo de espermatogénese os espermatozoides sé&o
liberados no lumen dos tubulos seminiferos, porém necessitam sofrer o processo
de maturagdo espermatica no epididimo e de capacitagdo no trato genital
feminino para se tornarem aptos a fertilizagcdo (COSTA & PAULA, 2003).

O espermatozoide liberado pelo testiculo, ao alcangar o epididimo, ainda nao
possui habilidade de se movimentar, de reconhecer e fecundar o odcito,
necessitando de transformag¢des ao longo da passagem pelo epididimo para
potencializar a fungéo de fertilizagdo. Para alcangarem a cabecga do epididimo os
espermatozoides transitam pelos ductos eferentes, movimento realizado com o
auxilio das células epiteliais ciliadas e pela contragdo da musculatura lisa das
paredes dos ductos (BRANDT et al., 1978).



2.2 Maturacgao espermatica durante o transito epididimario

O epididimo € um 6rgao monotubular, disposto em espiral, que transporta os
espermatozoides dos ductos eferentes aos deferentes (SULLIVAN et al., 2005). E
considerado um segmento de grande importdncia na via espermatica extra-
testicular de mamiferos, possuindo como principais fungbes a maturacdo e
estocagem dos espermatozoides (BEDFORD, 1966). Além disso, fornece um
“ambiente bioquimico”, no qual o espermatozoide sofre mudancas fisiol6gicas e
morfologicas, atingindo a maturagéo funcional ao passar pelas diversas regides
epididimarias (BEDFORD, 1975).

Essas mudancas funcionais envolvem alteracbes do padréo de atividade
flagelar e habilidade de se ligar a zona pelucida. Alteragbes na composi¢ao da
membrana plasmatica contribuem para estas mudancgas funcionais, as quais séo
refletidas por mudangas na carga elétrica da superficie celular, ligagdo de
lecitinas, distribuicdo de particulas intramembranosas, fluidez da membrana,
composicao de lipideos, proteinas e ligagcado de anticorpos (GATTI et al., 2004).

O espermatozoide, liberado pelos tubulos seminiferos, ao alcancar o
epididimo ainda n&o possui a habilidade de se movimentar (BARKER & AMANN,
1971). Esta habilidade e a capacidade fecundante dos espermatozoides sé&o
adquiridas no epididimo durante o processo de maturagéo, que envolve alteracao
na membrana espermatica, principalmente, do seu conteudo proteico
(YANAGIMACHI, 1994).

Anatomicamente, o epididimo pode ser dividido em trés segmentos; na
cabeca do epididimo o espermatozoide adquire motilidade; no corpo a habilidade
de fecundacao; e no segmento final, a cauda € o local de armazenamento. As
células epididimais sao especializadas em manter o ambiente para maturacao
espermatica e realizar a protecéo imunoldgica. Esta funcionalidade é baseada na
manutencdo do reduzido metabolismo, prevenindo a ativagcdo prematura dos
espermatozoides (SHIVAJI, 1988).

O volume da cauda do epididimo reflete a capacidade de armazenamento de
espermatozoides do macho. Em touros e garanhdes o numero de
espermatozoides armazenados pode ser suficiente para até 10 ejaculados
sucessivos dependendo da idade, tamanho e atividade reprodutiva do macho
(BEDFORD, 1994).



Ao final do transito epididimario, os espermatozoides armazenados na cauda
do epididimo possuem capacidade de fertilizagdo (PAPA et al., 2008; MONTEIRO
et al., 2010). Tanto os eventos da espermatogénese quanto a maturagéo pos-
testicular sdo necessarios para a competéncia das células espermaticas frente a
fertilizacdo (GATTI et al., 2004).

Muitos pesquisadores intensificaram o estudo da recuperagéo e preservacao
de espermatozoides viaveis a partir da cauda do epididimo. Isto ocorreu devido ao
crescente interesse pela preservacao de espécies ameacgadas de extingdo e
preservacdo de células espermaticas de animais de produgdo de alto valor
genético, impossibilitados de realizar cobertura ou colheita de sémen com vagina
artificial ou eletroejaculador (TIPLADY et al., 2002; HERRERA et al., 2006; PAPA
et al,. 2008; MONTEIRO et al., 2010).

Tais estudos concentram-se no desenvolvimento e aprimoramento de
técnicas de colheita de espermatozoides da cauda do epididimo (CARY et al.,
2004; BRUEMMER, 2006), comparacéo de meios diluentes (PAPA et al., 2008;
MELO et al., 2008; GUASTI et al., 2009), refrigeracédo espermatica (MONTEIRO
et al., 2009), efeito da adigdo de plasma seminal (TIPLADY et al., 2002; MORRIS
et al., 2002; MOORE et al., 2005; HEISE et al., 2010), viabilidade espermatica de
garanhdes subférteis (MONTEIRO et al., 2009), fertilidade (PAPA et al., 2008;
MELO et al.,, 2008; HEISE et al., 2010), métodos de inseminagéo artificial
(MORRIS et al., 2002) e injecao intracitoplasmatica de espermatozoide
(HERRERA et al., 2006).

2.3 Plasma seminal

O sémen é composto por duas fragdes distintas: os espermatozoides, que
compdem menos que 1% do volume total e o plasma seminal. O plasma seminal
€ uma mistura de fluido segregado a partir dos testiculos, epididimos e glandulas
acessorias, responsavel uma infinidade de fung¢des e eventos que precedem a
fecundagdo. Ao entrar em contato com o plasma seminal, os espermatozoides
sdo revestidos com proteinas, enzimas, hormdnios e ions secretados pelas

glandulas sexuais acessorias do macho (WITE, 1988).



2.3.1 Principais componentes do plasma seminal

2.3.1.1 Proteinas

A maioria das proteinas presentes no plasma seminal & proveniente do
epididimo e estdo envolvidas na remodelacdo da membrana espermatica, que
ocorre durante o transito epididimario e apés a ejaculacdo (DACHEUX et al.,
2003).

A secregdo de proteinas no epididimo é altamente regionalizada, sendo a
cabeca e o corpo as regides mais ativas. Na espécie equina, cerca de 73% dos
compostos proteicos sdo secretados na cabeca do epididimo (DACHEUX et al.,
2003, GATTI et al., 2004).

As proteinas sao classificadas de acordo com o tipo de interagcdo com a
célula espermatica. Podem ocorrer ligagdes fracas, responsaveis pela
quiescéncia dos espermatozoides; ligagbes fortes, importantes no trato
reprodutivo da fémea e na fertilizagdo; modificagbes das proteinas da membrana
plasmatica, encobrindo ou expondo receptores; ou presenca de proteinas livres
no fluido epididimario, colaborando com a manutencdo do meio (MARENGO,
2008).

Até o momento, sabe-se que a maioria das proteinas seminais pertence a
trés grupos: as proteinas transportadoras de dois ou quatro modulos de
fibronectina tipo Il (Fn-2), proteinas secret6rias ricas em cisteina (CRISPs), e as
espermadesinas (KARESKOSKI & KATILA, 2008).

As proteinas do grupo Fn-2 apresentam numero variavel de dominios de
fibronectina do tipo Il e estédo presentes ao longo de todo o trato reprodutivo
masculino, sendo expressas no corpo, cauda do epididimo e na ampola do ducto
deferente. Essas proteinas interagem especificamente com fosfatidilcolina da
membrana plasmatica do espermatozoide no momento da ejaculagdo e possuem
habilidade de se ligar a heparina (EKHALASI-HUNDRIESER et al., 2005).

A heparina é estruturalmente semelhante aos glicosaminoglicanos (GAGs),
as quais sao secretados em grandes quantidades nos fluidos uterinos e na tuba
uterina durante a fase folicular da égua, sendo responsavel por mediar o processo
de capacitacdo espermatica por meio do efluxo de colesterol e fosfolipideos
(MANJUNATH & THERIEN, 2002).



As proteinas HSP-1 e HSP-2 representam 70-80% das proteinas totais do
plasma seminal equino e pertencem ao grupo das proteinas Fn-2, sendo
caracterizadas pela habilidade de ligacdo a heparina (EKHALASI-HUNDRIESER
et al., 2005).

O segundo grupo de proteinas importantes é representado pelas CRISP.
Este grupo é caracterizado por apresentar 16 residuos de cisteina em sua
estrutura molecular e s&o divididas em CRISP1, CRISP2 e CRISP3. A CRISP 1 é
expressa ao longo do epididimo, enquanto a CRISP 2 é expressa no testiculo,
epididimo e glandulas vesiculares (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Em maior quantidade, proteinas da classe CRISP 3 sédo expressas desde o
epididimo até o resto do trato genital, com maior expressdo na ampola do ducto
deferente. As CRISPs s&o expressas sob controle androgénico e ligam-se na
regido equatorial, pds-acrossomal e na peca intermediaria dos espermatozoides,
estando intimamente relacionadas com a fusdo do espermatozoide ao odcito. A
proteina HSP-3 pertence ao grupo CRISP, sendo estruturalmente semelhante as
proteinas deste grupo (SCHAMBONY et al., 1998).

As espermadesinas possuem de 110 a 113 aminoacidos na sua estrutura e
compreendem um unico dominio CUB (dominio proteico) estabilizado por pontes
dissulfidicas. Estas proteinas sdo multifuncionais e exibem habilidade para se
ligar a heparina, a inibidores de proteinase, fosfolipideos e carboidratos
(TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A HSP-7 é a maior representante das espermatodesinas em garanhdes, e é
secretada durante o trajeto do espermatozoide pelo ducto epididimario. Esta
possui papel importante na interagdo espermatozoide-zona pelucida (REINERT et
al., 1996).

A osteopontina identificada e isolada da matriz 6ssea bovina, cartilagens,
pele fetal, cérebro, rins, ovarios, utero, bem como da urina, bile e leite bovino, e
também secretadas pelo plasma seminal (SORENSEN & PETERSEN, 1993). No
trato reprodutivo masculino, essa proteina é expressa nas células epiteliais das
ampolas e glandulas vesiculares, em espermatides alongadas nos testiculos, além do
epididimo e em espermatozoides epididimarios (RODRIGUEZ et al., 2000).

E uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida nos processos de

adeséao celular e remodelamento de tecidos, identificada como uma proteina de
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fertilidade em touros, e considerada também como um dos marcadores de alta
fertilidade existente no plasma seminal de bovinos (KILLIAN et al., 1993).

Embora as proteinas contidas no plasma seminal exercam papel importante
na funcionalidade dos espermatozoides, existe a hipdétese de que o plasma nao
seja totalmente essencial a fertilizacdo, ou até mesmo danifica os
espermatozoides (AL-SOMAI et al., 1994). Esta hipétese é sustentada pelos
estudos que demonstraram ser possivel fecundar os o06citos com
espermatozoides epididimais e mesmo células espermaticas primordiais
(KIKUCHI et al., 1998; MARTINS et al., 2000).

2.3.1.2 Enzimas

A grande maioria das enzimas encontradas no plasma seminal funcionam
como agentes antioxidantes, prevenindo a peroxidacao dos lipideos de membrana
pelas espécies reativas ao oxigénio e fragmentacédo do DNA espermatico (LEWIS
et al., 1997).

A catalase, superoxido dismutase (SOD) e o sistema glutationa
peroxidase/redutase (GPx/GRD) s&o as principais enzimas com ac¢ao antioxidante
encontradas no sémen (ALMEIDA, 2006). O plasma seminal equino possui uma
alta atividade da enzima catalase, e esta provém principalmente das secre¢des
prostaticas (BALL et al., 2000).

A enzima aspartato-amino-transferase (AST) presente no plasma seminal
parece estar correlacionada com a motilidade dos espermatozoides. Defeitos na
membrana plasmatica do espermatozoide na regido da peca intermediaria, onde
se localiza a AST, levam a perda desta enzima, causando o bloqueio da producao
de adenosina trifosfato (ATP), responsavel pela cinética espermatica
(COLENBRANDER et al., 1992).

A enzima fosfatase alcalina (FA) é expressa em grandes quantidades nos
testiculos e epididimos. A quantificacdo desta enzima pode ser utilizada como
marcador para diferenciar azoospermia verdadeira (altos niveis de FA) de falhas
na ejaculacéo (baixos niveis de FA) e azoospermia por bloqueio da ampola do
ducto deferente (TURNER & MCDONNELL, 2003).
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2.3.1.3 Hormoénios

As secregbes dos Orgaos acessorios do trato genital masculino sé&o
essenciais para o desenvolvimento e a maturagdo dos espermatozoides. A
presenca de prostaglandinas (PGF.a e PGE;), estrogeno e ocitocina esta
associada ao transporte espermatico e a eliminacdo de espermatozoides nao
viaveis, auxiliando na limpeza uterina de éguas susceptiveis a endometrite
(TROEDSSON et al., 2005).

Particularmente em garanhdes, grandes quantidades de estrégeno sé&o
produzidas pelos testiculos, principalmente pelas células germinativas (HESS,
2003). O papel fisiolégico do alto nivel de estrogeno no plasma seminal de
garanhbes ainda nao esta elucidado. Entretanto, em suinos, o estrégeno em tais
niveis promove o aumento da contratilidade uterina, facilitando o transporte
espermatico (CLAUS et al., 1989).

Estudos em roedores e suinos indicam que a prostaglandina E; (PGE))
promove um efeito local na camada muscular longitudinal da tuba uterina, levando
ao aumento do didmetro luminal (RODRIGUEZ-MARTINEZ & EINARSSON,
1985). Um mecanismo regulatério similar ocorre nas éguas, em que a PGE; é
responsavel pelo transporte do embrido e parece facilitar a passagem dos
espermatozoides ao longo da tuba uterina (TROEDSSON et al., 2005).

A presenca de prostaglandina F.a e ocitocina no plasma seminal esta
relacionada a contracdo do miométrio. As contragbes uterinas agem fisicamente
para a remogao de liquido acumulado e produtos nocivos resultantes do processo
de inflamagdo ap6s a cobertura ou inseminagao artificial (TROEDSSON et al.,
2005).

2.3.1.4 ions

A fungdo espermatica € altamente dependente do ambiente ibnico. A
composicao idnica do plasma seminal varia entre as fracbes do ejaculado, e
também entre animais da mesma espécie. As concentragbes de calcio, fosfato
inorganico e magnésio sdo maiores na fracdo espermatica, composta por
secregbes do epididimo e da ampola do ducto deferente (KARESKOSKI &
KATILA, 2008).
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O ion calcio é um importante regulador da fisiologia espermatica, apresenta-
se em grandes concentragdes nos produtos secretorios da prostata, da glandula
vesicular e do epididimo. Este ion € apontado como desencadeador da reacéo
acrossdbmica em espermatozoides de mamiferos, e diversas evidéncias
demonstraram seu papel na motilidade (WONG et al., 2001).

O magnésio desempenha um papel fundamental como co-fator em mais de
300 reagdes enzimaticas que envolvem o metabolismo energético e a sintese de
acidos nucleicos. Sabe-se ainda que o magnésio € considerado um marcador da
secrecao das vesiculas seminais e que age como antagonista intracelular do
calcio (WONG et al., 2001).

O zinco é originado principalmente da préstata, e desempenha um papel
importante na motilidade espermatica, exercendo atividade protetora antioxidante.
E considerado também como fator antimicrobiano para bactérias gram-negativas
e positivas (BARRIER-BATTUT et al., 2002).

O cobre é essencial para a funcionalidade de algumas enzimas. A enzima
Cu-Zn superoxido dismutase (SOD), envolvida na protecao dos espermatozoides
contra radicais livres, e a enzima citocromo oxidase, responsavel pelo
fornecimento de energia e pela imunidade celular e humoral, sdo dependentes do
ion cobre. Estudos indicam que elevados niveis de cobre reduzem o processo
oxidativo e a glicolise, o que pode levar a imobilidade e redugédo de viabilidade
dos espermatozoides (LEONARD-MAREK, 2001).

2.4 Transporte espermatico

Logo apds a cobertura, ou a inseminacao artificial, o utero se torna um
ambiente hostil para os espermatozoides devido a ocorréncia de uma reagao
inflamatéria contra as bactérias e o sémen. Assim, o transporte rapido é
extremamente importante para que os espermatozoides alcancem a tuba uterina
e possam fertilizar o o6cito (TROEDSSON et al., 1998).

A duragdo do transporte espermatico depende do intervalo entre a
inseminagdo e a ovulagéo e da meia-vida funcional do espermatozoide no trato
utterino da fémea (SCOTT, 2000). As contra¢cdes musculares do trato reprodutivo,

os movimentos ciliares, a corrente de fluido e a atividade flagelar dos
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espermatozoides constituem os mecanismos primarios do transporte espermatico
(HUNTER, 1981).

Scott et al., (2002) descreveram a presenga de espermatozoide no lumen da
juncéo utero-tubarica, 18 e 26 horas apos a inseminagéo artificial com sémen
fresco. Os autores concluiram que a jungéo uterotubarica também faz parte do
reservatorio espermatico na égua.

Bader (1982) realizou um estudo em que as éguas foram eutanasiadas 2, 4 e
6 horas apo6s a inseminagao, sendo realizados lavados da jungéo uterotubarica,
istmo e ampola da tuba uterina ipsilateral a ovulagcdo. O numero de
espermatozoides na jung¢ao uterotubarica e tuba uterina foi superior 4 horas apés
a inseminacgao, quando comparado a 2 e 6 horas.

A habilidade dos espermatozoides congelados ascenderem a tuba uterina e
alcangarem a ampola € muito menor que as células a fresco. Estudos indicam que
embora poucos espermatozoides estejam presentes na jungdo uterotubarica e
istmo ap6s 2 horas da inseminagdo, o transporte até a ampola ainda ndo se
completou, evento observado apoés 4 horas (SCALDELAI et al., 2010).

Apos o transporte até a tuba, os espermatozoides se aderem as células do
epitélio tubarico formando o reservatério espermatico. Nos equinos o reservatorio
se forma no istmo da tuba uterina até quatro horas ap6s a monta ou inseminagao
artificial (BADER, 1982).

2.5 Espermatozoides provenientes do epididimo x ejaculado

Em gatos, a gota citoplasméatica distal foi o defeito mais frequente em
espermatozoides provenientes da cauda do epididimo e provavelmente esta
relacionado ao processo de maturagao espermatica durante sua passagem pelo
epididimo. Sendo que o espermatozoide ir4 perder este resquicio citoplasmatico
durante a ejaculacdo (AXNER et al., 1998).

Foi verificado por Yu & Leibo (2002), na espécie canina, que apds 6 horas da
orquiectomia, a integridade da membrana do espermatozoide a fresco foi de 70 a
80%. Ap6s 48 horas, mais de 70% das células recuperadas do epididimo
refrigerado apresentavam membrana intacta, valores semelhantes ao do

ejaculado. Em contraste, foi observado que a motilidade espermatica diminuiu
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significativamente nas primeiras 5 horas de refrigeracdo, ap6s esse periodo o
decréscimo foi mais lento.

De acordo com Johnston et al., (2001), a concentragdo de espermatozoides
recuperados do epididimo de cdes €& semelhante a concentracdo espermatica
descrita para o ejaculado.

De acordo com Yang et al, (1993) e Yanagimachi (1994) os
espermatozoides armazenados no epididimo bovino possuem a capacidade de
fecundar o odcito, entretanto, o plasma seminal possui fatores decapacitantes, o
que promovem alteracbes metabdlicas e bioquimicas em sua estrutura,
contribuindo com a capacitacao e reagcao do acrossomo. Apesar disto, Amann et
al., (1974), também trabalhando com bovinos, mostraram que espermatozoides
da cauda do epididimo possuem capacidade de fertilizagcdo similar ao do
ejaculado.

Santos & Vannucchi (2002), relacionaram a baixa motilidade e vigor
espermatico da célula epididimaria descongelada a imaturidade da célula
espermatica bovina. Entretanto, apesar de Martins et al., (2003) também terem
detectado uma queda significativa da motilidade espermatica ap6s a
descongelagdo do sémen bovino, a porcentagem de células integras e a
porcentagem de células morfologicamente normais foram semelhantes aos
resultados obtidos na descongelacao de espermatozoides obtidos de ejaculados e
do epididimo.

Estudos realizados por Silva et al., (2003) mostraram que a motilidade (50 a
90%) e vigor espermatico do ejaculado foi maior do que a dos espermatozoides
do epididimo (20 a 70%), respecyivamente. Diferenca essa que poderia ser
atribuida a imaturidade da célula espermatica proveniente da cauda do epididimo.
Nao foram observadas diferencgas significativas quanto aos defeitos morfologicos,
integridade do acrossémo e da cromatina entre os dois grupos.

Em muares, Gloria et al., (2011) observaram diferengas significativas na
viabilidade (90,9 £ 3,7% em espermatozoides do epididimo e 71,7 £ 6,1% no
ejaculado) e atividade mitocondrial (85,7 + 3,1% e 77,6 £ 2,6% em
espermatozoides do epididimo e ejaculado, respectivamente), embora valores de
motilidade total e progressiva tenham sido semelhantes, tanto para

espermatozoides epididimarios quanto para o ejaculado.
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Em equinos, Monteiro et al. (2011) observaram que o numero médio de
espermatozoides obtidos do ejaculado (colhidos com vagina artificial) e da cauda
do epididimo foi, respectivamente: 6,9 e 20,4 10°. Estes resultados sio
semelhantes a achados anteriores, nos quais 0 numero total de espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo foi superior aos colhidos com vagina artificial
(MONTEIRO, 2010; GRANEMANN, 2006; MURADAS et al., 2006).

De acordo com Monteiro et al., (2011) os parametros motilidade e velocidade
dos espermatozoides do epididimo foram superiores aos espermatozoides do
ejaculado.

Aurich (1996) demonstrou efeito deletério na viabilidade espermatica com a
adicao do plasma seminal proveniente de garanhbes de baixa congelabilidade.
Além disso, outros estudos demonstraram que proteinas contidas no plasma
seminal podem promover alteragdes bioquimicas, levando a danos na membrana
plasmatica com prejuizos na fertilidade e congelabilidade espermatica (MOORE &
HIBBIT, 1976; MOUSTAFA & MEZAROS, 1981).

Monteiro et al., (2011) observaram maior porcentagem de defeitos
morfolégicos de cauda e defeitos totais nos espermatozoides do ejaculado
quando comparado com espermatozoides da cauda do epididimo de garanhdes.
Estes achados diferem de resultados obtidos por Monteiro (2010) em que nao
houve diferenga na morfologia espermatica entre espermatozoides do epididimo e
do ejaculado, além de estudos realizados em bovinos por Silva et al. (2003) e
Martins et al. (2007), que detectaram maior frequéncia de gota protoplasmatica

em amostras do epididimo quando confrontadas com o sémen do ejaculado.
2.6 Reservatoério espermatico na tuba uterina

A tuba uterina consiste de trés segmentos, cada um com diferentes fungdes:
istmo, ampola e infundibulo. O istmo possui a funcdo de armazenamento
espermatico, a ampola proporciona um ambiente favoravel a fertilizacdo e ao
desenvolvimento embrionario inicial e o infundibulo possui fimbrias para captacao
do odcito. A tuba uterina comunica-se com o utero pela jungéo uterotubarica que
proporciona uma barreira aos microorganismos patogénicos que possam invadir a
tuba uterina a partir do utero, além de regular a passagem do espermatozoide
(SUAREZ, 2008).
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As células espermaticas ficam retidas no reservatoério espermatico da tuba
uterina pela combinagdo de inumeros fatores. Dentre estes uma constrigdo
localizada no istmo em vista do edema da mucosa da tuba uterina associado a
fase do ciclo estral, fazendo com que haja a queda da motilidade espermatica
neste local. Assim como aprisionamento dos espermatozoides no muco local e
fixagdo as células epiteliais da tuba uterina (THOMAS et al., 1994).

A incubagdo in vitro com células do reservatério espermatico aumenta a
viabilidade do espermatozoide equino (TROEDSSON et al., 1998). In vivo,
pesquisas demonstraram que o reservatério espermatico possui diferentes
funcdes como prevencdo da capacitacdo espermatica precoce, por manter em
nivel basal a concentragéo intracelular de calcio. Assim como a redug¢ao do risco
de poliespermia por liberar uma quantidade pequena e suficiente de
espermatozoides para a fecundagdo no momento da ovulagéo (LEFEBVRE et al.,
1995).

Andlise por micrografia eletrbnica demonstrou que os espermatozoides se
ligam as células ciliadas e nao ciliadas, sendo que as células epiteliais do istmo
apresentaram maior numero de espermatozoides fixados quando comparadas as
da ampola. Maior numero de espermatozoides se liga ao epitélio da tuba uterina
nas fases folicular e p6s-ovulagdo quando comparado com diestro (THOMAS et
al., 1994).

Pesquisas relatam diferencas entre garanhbées no que se refere a formagéo
do reservatério espermatico, sendo que espermatozoides proveninente de
garanhdes sub-férteis possuem uma menor capacidade de adesao as células
epiteliais da tuba uetrina quando comparado com espermatozoides provenintes
de garanhdes férteis (SCOTT et al., 1995).

De acordo com Katila et al. (1996) protocolos de criopreservagao do sémen
equino causam danos subletais ao espermatozoide o qual prejudica a formagéao
do reservatorio espermatico. Assim sendo, a criopreservagdo leva a uma
diminuicdo no numero de espermatozoides aderido as células da tuba uterina
apos a inseminagé&o, como também uma diminui¢do do tempo de sobrevivéncia
destes gametas, necessitando de precisdo no que se refere ao momento da
inseminagao.

Nos bovinos, a ligagao dos espermatozoides do epididimo ao epitélio da tuba

uterina ocorre em um nivel baixo, porém quando acrescido das proteinas BSPs
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(A1 e A2) purificadas, a partir do plasma seminal, a ligagdo aumenta para niveis
comparados com o do ejaculado (GWATHMEY et al., 2003).

Receptores para as proteinas BSPs na tuba uterina bovina foram isolados a
partir de extratos do epitélio da membrana apical utilizando proteinas purificadas
BSPs como armadilhas. Os receptores foram identificados como sendo quatro
membros da familia das proteinas anexinas (ANXA1, -2, -4, -5) sendo fortes
candidatos para os receptores de espermatozoides no epitélio da tuba uetrina
bovina (IGNOTZ et al., 2007).

ANXAs compreendem uma grande familia de proteinas cujas fungbes séo
mal compreendidas. Tais proteinas foram localizadas no interior das células
epiteliais da tuba uterina, em secre¢des e na superficie destas. Cada receptor
ANXA isoladamente é suficiente para elevar a ligacdo do espermatozoide com o
epitélio da tuba uetrina a valores semelhantes ao do ejaculado, sendo improvavel
que elas sejam necessarias em conjunto como um complexo (RESCHER &
GERKE, 2007).

ANXA1 é secretada pela prostata humana em quantidades elevadas no
plasma seminal. Contudo, se desconhece se o0 espermatozoide humano
transporta as ANXAs do plasma seminal até a tuba uterina, onde estas podem ser
substituidas por ANXAs do epitélio. Considerando que BSPs, individualmente,
melhoram a ligacdo do espermatozoide ao epitélio da tuba uterina, ndo se
conhece se cada ANXA pode atuar como um receptor independente para o
espermatozoide (CHRISTMAS et al., 1991).

As proteinas BSP diferem umas das outras na distribuicdo de carga
eletrostatica da superficie. Esta propriedade confere as BSPs diferentes
afinidades de ligacdo de uma molécula na superficie do espermatozoide com a
molécula oposta no epitélio tubarico. Do mesmo modo, as varias ANXAs
presentes na tuba uterina devem ter diferentes afinidades de ligagdo e cinética
com as BSPs espermaticas (GWATHMEY et al., 2006).

Assim, a interacéo entre as BSPs espermaticas e as ANXAs da tuba uterina
pode fornecer um sistema regulatério para assegurar que células espermaticas
sejam mantidas férteis no reservatério e sejam gradualmente liberadas no
momento apropriado para assegurar a fertilizagéo (FAN et al., 2006).

A ligacdo do espermatozoide ao epitélio de alguma forma preserva sua

fertilidade durante o armazenamento. O espermatozoide aderido ao epitélio da
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tuba uterina mantém baixos niveis de Ca** citoplasmatico, em comparagao aos
espermatozoides com movimentacao livre (DOBRINSKI et al., 1997; DOBRINSKi
et al., 1996).

O mecanismo para a prevengdo do aumento de ca* citoplasmatico em
espermatozoides ndo é totalmente elucidado, mas sugere-se que a catalase,
presente na tuba uterina bovina, serve para minimizar os danos peroxidativos as
membranas dos espermatozoides, impedindo o influxo de Ca®" para a célula
(LAPOINTE et al., 1998).

Em um sistema de co-cultivo heterélogo entre espermatozoides de
garanhdes e células do epitélio tubarico bovino, foi observada a adesdo das
células espermatica as células da tuba uterina, ocorrendo o aumento da
sobrevivéncia dos espermatozoides, in vitro. Resultado semelhante ao que foi
observado em sistema de co-cultivo espermatozoide-explants da mesma espécie
(ELLINGTON et al., 1998; SAMPER et al., 1995).

Embora as lecitinas que intermediam a ligagéo entre o espermatozoide e as
células do epitélio tubarico sejam diferentes entre bovinos e equinos, foi
constatada uma adesao celular com subsequente prolongamento na viabilidade
espermatica em sistema de co-cultivo, o que comprova a viabilidade da utilizacéo

da técnica entre espécies diferentes (SAMPER et al., 1995).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar do seu incompleto desenvolvimento funcional, as células
germinativas da cauda do epididimo s&do capazes de desempenhar sua funcao de
forma efetiva.

Com a melhoria dos extensores e dos métodos de colheita de células
espermaticas da cauda do epididimo, se tornou possivel a utilizacdo deste tipo
celular na fertilizagdo de odcitos de varias espécies animais, o que é de suma

importancia, pois aumenta a possibilidade de preservagédo do germoplasmas.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi comparar a capacidade de ligagdo de
espermatozoides epididimarios e provenientes do ejaculado as células da tuba
uterina cultivadas in vitro. Foram utilizados dez garanhdes para obtencdo dos
espermatozoides do ejaculado, posteriormente os garanhdes foram submetidos a
orquiectomia para recuperagédo dos epididimos, os quais foram dissecados
obedecendo as diferentes estruturas anatémicas cabega, corpo e cauda, para
obtencéo das diferentes populagdes espermaticas. Os parametros espermaticos de
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), espermatozoides rapidos (RAP) e

integridade de membrana plasmatica (IMP) foram aferidos nos espermatozoides a
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fresco e p6s congelagédo, bem como a taxa de aderéncia as células da tuba uterina.
De acordo com os resultados, os espermatozoides provenientes do ejaculado
apresentaram MT (78,6+2,6 e 45,615,1, fresco e congelado respectivamente)
semelhante aos observados nos espermatozoides provenientes da cauda do
epididimo (64,7t5,5 e 19,1154, fresco e congelado respectivamente) (p>0,05).
Entretanto, para todas as outras caracteristicas espermaticas, os valores do sémen
do ejaculado foram superiores aos observados nas amostras provenientes do
epididimo, tanto para as amostras a fresco como pés congelagéo (p<0,05). A taxa de
adesdo dos espermatozoides epididimarios as células da tuba uterina aumentou
progressivamente do corpo (6,7£1,9 e 9,8%+1,2, sémen fresco e congelado
respectivamente) para a cauda (17,8+9,4 e 17,7+2,3, sémen fresco e congelado
respectivamente), porém foram inferiores estatisticamente em relagdo aos
espermatozoides do ejaculado (88,2+13,5 e 72,8+6,8, sémen fresco e congelado
respectivamente) (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre a taxa
de adesdo em relagcdo ao sémen fresco e congelado (p>0,05). Baseado nos
resultados, a taxa de ligacdo dos espermatozoides aos explants de tuba uterina foi
menor nos espermatozoides provenientes do epididimo em relacdo ao sémen

ejaculado e o processo de congelagdo espermatica ndo afeta essas ligagoes.

Palavras-chave: istimo, égua, congelagao, garanhdo.

1. INTRODUGAO
Estudos recentes em equinos demonstram um avanco significativo quanto a
viabilidade e fertilidade dos espermatozoides recuperados a partir da cauda do

epididimo, entretanto, sua capacidade de adesao as células epiteliais da tuba uterina
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na formacdo do reservatorio espermatico ainda necessitam de maiores
investigacdes.

Essa adesao € importante, pois os reservatérios espermaticos possuem
diferentes fungdes como a reducdo do risco de poliespermia por liberar uma
quantidade gradativa de espermatozoides para a fecundagdo no momento da
ovulacéo, prevencao da capacitagdo espermatica precoce por manter em nivel basal
a concentracdo intracelular de calcio [1] e aumento da viabilidade do
espermatozoide equino [2]. Estudos anteriores realizados in vitro, demonstraram que
existe uma correlagao positiva entre adesao dos espermatozoides as células da tuba
uterina e taxa de fertilidade, na espécie bovina [3].

O contato dos espermatozoides epididimarios com o plasma seminal é
necessario para incorporagao de proteinas essenciais para que estes adquiram a
capacidade de se aderir aos sitios de ligacdo dos reservatérios espermaticos na
tuba uterina [4].

Na inseminacdo artificial com espermatozoides da cauda do epididimo, os
gametas ndo entram em contato com o plasma seminal, podendo assim n&o adquirir
essa capacidade de fixagdo no sitio de ligagcdo. Nesse sentido, a verificagdo da
capacidade dos espermatozoides provenientes diretamente do epididimo de se
ligarem ou n&o as células espiteliais da tuba uterina pode contribuir para um melhor
entendimento e aplicabilidade dessa nova biotecnologia.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de ligagcéo
de espermatozoides epididimarios e provenientes do ejaculaculado as células da

tuba uterina heteréloga cultivadas in vitro.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos e reagentes
Todos os produtos e reagentes utilizados para cultivo das células da tuba

uterina foram adquidos da Life™, Carlsbad, CA, Estados Unidos.

2.2 Animais

Foram utilizados 10 (dez) garanhdes, sendo 6 animais da raca Andaluz e 4
animais da raga Brasileiro de Hipismo (BH), com idade entre 34 e 38 meses,
provenientes do Haras ltapud, localizado na cidade de Arandu, Sao Paulo - Brasil
(Latitude: 23° 8' 9" Sul, Longitude: 49° 3' 17" Oeste). Os animais encontravam-se
clinicamente sadios e previamente ao estudo foram submetidos a exame

andrologico.

2.3 Obtencao dos Espermatozoides

2.3.1 Ejaculado

Uma semana apds o exame androldgico, o ejaculado dos garanhdes foi colhido
e utilizado para as avaliagbes. Uma fragdo espermatica in natura foi diluida em
diluidor a base de leite desnatado (Botu-Semen®, Botufarma, Botucatu, Sao Paulo -
Brasil) para concentragcdo de 50x10° espermatozoides/mL e transportada, por

aproximadamente 60 minutos, para o laboratério da UNESP-Botucatu.
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2.3.2 Epididimo

Uma semana apo6s a colheita do ejaculado foi realizada a orquiectomia bilateral
destes mesmos animais. O procedimento cirurgico foi realizado com os garanhdes
em estacao, utilizando 0,5 mg/kg/i.v de cloridrato de xilazina 10% (Sedomin®, Kénig,
Santana de Parnaiba, Sdo Paulo - Brasil), associado a 0,05 mg/Kg/i.v de cloridrato
de acepromazina (Acepran®, Vetnil, Louveira, Sdo Paulo - Brasil) para a sedagéao.
Apés 15 minutos da administracdo dos sedativos, foi realizada a antissepsia da
regido escrotal com polivinilpirrolidona-iodo (Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do
Rio Preto, Sdo Paulo — Brasil). Em seguida foram realizadas duas incisdes de
aproximadamente 8cm paralelas a rafe mediana escrotal. Os testiculos foram
expostos pela incisdo da tunica dartos e da tunica vaginal parietal, tracionados e em
seguida foi efetuada uma incisdo e hemostasia do funiculo com o auxilio de um
emasculador. Os testiculos foram identificados, acondicionados em uma solug¢ao de
Ringer com lactato de sodio (HalexlIstar, Goiania, Goias — Brasil) e transportados a

15°C em recipiente adequado até o laboratério para processamento.

2.4 Processamento das amostras

2.4.1 Ejaculado

Ao chegarem ao laborato6rio as amostras foram avaliadas em relagéo a cinética
espermatica pelo sistema computadorizado (CASA, HTM-IVOS 12, Hamilton Thorne
Research, Beverly, MA, USA) e integridade da membrana plasmatica por
microscopia de epifluorescéncia. Uma aliquota foi destinada ao teste de ligacao as
células da tuba uterina e o restante da amostra submetida ao processo de

congelagéo, conforme tdpico 2.4.
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2.4.2 Epididimo

Apbs a chegada dos testiculos ao laboratorio, os epididimos foram divididos em
relacéo a suas trés regidbes anatdbmicas (cabecga, corpo e cauda) para obtencéo das
diferentes populagbes espermaticas, utilizando a técnica de flutuacéo relatada por
Cary et al. [5]. Os espermatozoides foram recuperados em diluidor a base de leite
desnatado (Botu-Semen® e a concentragdo foi ajustada para 50x10°
espermatozoides/mL. Entdo, uma aliquota de cada segmento do epididimo foi
destinada ao teste de ligacdo as células epiteliais da tuba uterina e o restante
submetido a congelagédo. Para os espermatozoides recuperados do epididimo, a
analise da cinética espermatica foi realizada ap6s a ressuspensédo no diluidor de
congelagao (Botu-Crio®, Botufarma, Sao Paulo - Brasil), devido a somente nesse

momento os espermatozoides evidenciarem sua movimentacéo total [6].

2.5 Congelagao e descongelagdao das amostras seminais

As amostras do ejaculado e as do epididimo destinadas a congelagao foram
inicialmente centrifugadas a 600xg por 10 minutos e, posteriormente o sobrenadante
foi desprezado sendo o “pellet” resultante ressuspendido com o diluente de
congelagao (Botu-Crio®, Botufarma, Botucatu, S&o Paulo - Brasil) na concentracdo
de 100 milhdes de espermatozoides/mL e envasadas em palhetas de 0,5mL. As
palhetas foram submetidas a estabilizacdo em geladeira digital com temperatura
controlada (Minitub, Porto Alegre, Rio Grande do Sul — Brasil) a 5°C por 20 minutos.
Posteriormente, foram acondicionadas em caixa isotérmica a 6 cm do nivel
nitrogénio liquido por 20 minutos, e finalmente imersas e armazenadas em botijao

criobiolégico [7].
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A descongelacao foi efetuada em banho-maria utilizando a temperatura de

46°C por 20 segundos [8].

2.6 AvaliagOes espermaticas

2.6.1Cinética espermatica

Para cada amostra foram selecionados 5 campos aleatérios para avaliagéo da
cinética espermatica através da analise computadorizada (CASA, HTM-IVOS 12,
Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA). Foram analisados os parametros de
motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP, %) e porcentagem de
espermatozoides com movimento rapido (RAP, %). O setup do CASA utilizado neste

experimento encontra-se descrito na Quadro 1.
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174 Quadro 1 - Metodologia da analise computadorizada (CASA) da cinética
175 espermatica de equinos.
Parametro Ajustado para
Numero de frames 30
Contraste minimo 60 pixels
Tamanho minimo da célula 3 pixels
Contraste para células estaticas 30 pixels
Linearidade 80%
Média minima para VAP 30.0 um/Segundo
Minimo VAP para células
. 70.0 ym/Segundo
progressivas
Minimo VSL para células lentas 20.0 ym/Segundo
Tamanho de cabegas estaticas 0.62-2.98
Intensidade de cabecas estaticas 0.24-1.19
Elongacao de cabecas estaticas 100-0
Magnificagéo 1.95x
Temperatura 37°C
176
177  2.6.2 Integridade da membrana plasmatica por microscopia de epiflurescéncia
178 A avaliagcéo da integridade de membrana plasmatica (IMP, %) foi efetuada por
179  microscopia de epi-fluorescéncia (Leica Microsystem — DMLB, Alemanha) pela
180 associagdo das sondas fluorescentes iodeto de propidio e diacetato de 6-
181  carboxifluoresceina [9].
182
183 2.7 Formagéao dos grupos experimentais
184 Ap6s o processamento das amostras foram formados os seguintes grupos
185  experimentais: amostras a fresco e congeladas de espermatozoides do ejaculado,
186  espermatozoides epididimarios da cabega, corpo e cauda.
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2.8 Obtencao e cultivo das células da tuba uterina

Para obtencdo das células epiteliais da tuba uterina foram utilizados tubas
uterinas bovinas, conforme técnica descrita por Samper et al. [10]. As tubas foram
adquiridas em abatedouro comercial e destinados ao laboratério transportados em
solugdo fisiolégica aquecida a 38,5°C por aproximadamente 40 minutos. No
laboratério as tubas foram lavadas com solucdo de Ringer com lactato de sédio
aquecida 37°C e as tubas uterinas separadas de ligamentos e vasos sanguineos.
Apo6s separacgdo, estas foram depositadas em placas de Petri (60 mm) contendo
solugédo TCM199 acrescido de 10% de soro fetal bovino, Sug/mL de insulina, 5ug/mL
de transferrina, 5ng/mL de selénio e 25ug/mL de sulfato de gentamicina. Cada tuba
uterina foi fixada individualmente pelo istmo com auxilio de uma pinga hemostatica e
uma lamina histolégica foi utilizada para aplicar pressédo por toda a extensédo do
ducto, de forma a promover a saida das células epiteliais através da ampola.

O fluido celular foi entdo aspirado com uso de uma micropipeta de 1mL e
transferido para outra placa de Petri (60 mm) contendo 20 mL de solugéo aquecida a
38,5°C de TCM199 acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), 5ug/mL de
insulina, S5ug/mL de transferrina, 5ng/mL de selénio e 25ug/mL de sulfato de
gentamicina. Os grumos celulares foram desfeitos com auxilio de agulha 25G e o
conteudo foi transferido para um tubo de centrifuga. A suspensdo celular foi
centrifugada a 200xg por 10 minutos, o sobrenadante descartado e as células
ressuspendidas em 10 mL do mesmo meio. O procedimento de lavagem foi repetido
por 2 vezes, e ao final as células foram ressuspendidas e transferidas para placa de
petri (60 mm).

As placas contendo as células da tuba uterina foram incubadas em estufa com

100% de humidade e 5% de CO, em ar a 38,5°C . Apds 24 horas de cultivo, as
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placas foram examinadas e os grupos de células que formaram agregados coesos
de formato tubular (explants) apresentando movimento devido ao batimento ciliar

das células da tuba uterina foram selecionados (Figura 1).

FIGURA 1: Fotomicrografia em microscoépio de interferéncia de fase em aumento de 40x, de
agregado celular esférico, proveniente de células da tuba uterina, ap6s aproximadamente 24
h de cultivo. Escala de 50 pm

2.9 Preparagao das amostras seminais para teste de ligagao as células da tuba
uterina.

Para o teste de ligacdo as células da tuba uterina as amostras seminais
foram submetidas a centrifugacdo de 900xg por 5 minutos para retirada do diluidor
em a um gradiente de densidade EquiPure™ (Nidacon, Gothenburg, Suécia). A
seguir, desprezou-se 0 sobrenadante e o “pellet” foi ressuspendido para
concentracéo de 0,5x10° espermatozoide/mL em meio de fertilizagao, constituido por
HTF (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, Estados Unidos) acrescido de 5 mg/mL de

BSA, 11 mg/mL de piruvato de sédio, 0,5 mg/mL de cafeina, 3 mg/mL de heparina,
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de 0,3 mg/mL de penicilinamina, 0,11 mg/mL de hipotaurina e 0,18 mg/mL de

epinefrina e 16,67 pg/uL de sulfato de amicacina.

2.10 Teste de ligagao as células da tuba uterina

Para cada teste de ligagdo foram realizadas gotas de meio de fertilizagéo
contendo 30 explants e 0,5 x 108 espermatozoides/mL, os quais foram incubados em
estufa com 100% de humidade e 5% de CO, em ar a 38,5°C por 30 minutos. Apos a
incubacgéo, os complexos explants-espermatozoides foram transferidos para uma
ldmina de vidro para captura das imagens. Para cada complexo explants-
espermatozoide foram feitas duas imagens utilizando o microscépio de interferéncia
de fase (Leica DM 2500, Differential Interference Contrast — DIC, Heerbrugg, Suica)
com camera digital acoplada. O numero de espermatozoides ligados e o perimetro
de cada agregado, foi avaliado utilizando o software de edi¢do de imagens ImageJ.
Esses parametros foram entdo utilizados para calcular o numero de
espermatozoides ligados por milimetro quadrado (mm?) de agregado, dividindo o

numero de espermatozoides aderidos pela area do explant (Figura 2).
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FIGURA 2: Fotomicrografia em microscopio de interferéncia de fase em aumento de 40x, do
complexo agregado-espermatozoide, apdés 30 minutos de co-incubagdo com os
espermatozoides. Contagem manual dos espermatozoides (marcados com pontos azuis) e
medicdo do perimetro do agregado (linha em amarelo) para avaliagdo do numero de
espermatozoides ligados por milimetro quadrado (mm?) de agregado. Escala de 50 um

2.11 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados pelo programa computacional Instat 5.0
(GraphPad Software Inc, USA). Para comparacdo dos valores dos parametros
espermaticos e da taxa de ligacao dos espermatozoides as células epiteliais da tuba
uterina foi efetuado analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey quando
necessario entre os grupos. Ja para avaliagédo do efeito da congelagéo para as
mesmas variaveis foi utilizado o test t Student. Diferencas significativas foram

consideradas quando p<0,05.

3. RESULTADOS
Em relagdo aos valores de cinética espermatica das amostras a fresco, o
sémen do ejaculado apresentou MT e RAP semelhantes aos valores obtidos pelos

espermatozoides recuperados da cauda do epididimo, entretanto em relacédo a MP

44



267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

os espermatozoides do ejaculado apresentaram valores superiores aos demais
grupos estudados. Ja a IMP todos os grupos apresentaram valores similares, com
excegao dos espermatozoides recuperados da cabeca do epididimo os quais
demonstraram valores inferiores aos demais grupos para todas as caracteristicas
espermaticas estudadas.

Nas amostras congeladas, os valores de cinética espermatica foram superiores
no grupo dos espermatozoides provenientes do ejaculado, sendo que os
espermatozoides recuperados do corpo e da cauda do epididimo apresentaram
valores significativamente maiores aos da cabeca. Entretanto, para IMP n&o houve
diferenca significativa entre os grupos, exceto para os espermatozoides
provenientes da cabegca do epididimo os quais apresentaram valores
significativamente inferiores aos demais grupos.

Quanto ao efeito da congelagcdo sobre as caracteristicas de movimentagao
espermatica dentro de cada grupo estudado, com excecgéo dos valores obtidos para
0os espermatozoides da cabeg¢a do epididimo, todos os demais grupos obtiveram
valores significativamente superiores para amostra do sémen fresco em relagéo as
amostras descongeladas. Entretanto, para IMP todos os valores observados apés a
descongelagdo foram inferiores aos obtidos antes da congelagdo, conforme

resultados observados na Tabela 1.
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291 TABELA 1: Média e erro padrao da cinética espermatica e integridade de membrana
292  plasméatica dos espermatozoides provenientes do ejaculado e do epididimo (cabega, corpo e
293  cauda), a fresco e congelado.

Variaveis MT(%) MP(%) RAP(%) IMP(%)
Fresco

Ejaculado 78,6 +2,6™ 38,7+4,1% 70,1+3,4" 62114

Cabegca  34+10% 09+03° 14105 39114"

Corpo 56,2+38% 195+25% 441+39% 61+1,7°
Cauda 64,7 + 552 224 +38% 510165 59+1,2/
Congelado

Ejaculado 45,6 +5,1°° 21,1+4,1"° 33,0+6,0"° 33 +4.6"
Cabeca  1,1+05® 0,3+0,1%% 0,3+0,1% 3+1.1
Corpo 144 +39%° 36+06%° 6,3+12% 27+36"%
Cauda 19,1+54%° 58+17% 143+75% 37+1.9%

294 Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP), Espermatozoides Rapidos

295 &RAP), Integridade da Membrana Plasmatica (IMP).

296 BC Letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem em (p<0,05).

297 @ | etras minusculas diferentes para mesma variavel, sémen fresco e

298 congelado, diferem em (p<0,05).

299

300 Com relacdo ao numero de espermatozoides ligados aos explants da tuba

301 uterina, houve um aumento gradativo da taxa de ligagdo da cabecga para cauda do
302 epididimo. Nao foi observada nenhuma adesao dos espermatozoides provenientes
303 da cabeca do epididimo e os espermatozoides recuperados do corpo e da cauda
304 apresentaram valores de ades&o semelhantes entre si e inferiores aos observados
305 para os espermatozoides do ejaculado.

306 Quando comparado o efeito do processo de congelacdo sobre a taxa de
307 adesao, nao foi observada diferenca entre o mesmo grupo a fresco e congelado,
308 conforme dados Tabela 2.

309

310

311

312
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TABELA 2: Valores médios e erro padrdo de ligagdo dos espermatozoides a fresco e
congelado, por milimetro quadrado de area do explant das células epiteliais da tuba uterina.

Ejaculado Cabeg¢a Corpo Cauda
(SPTZ/Imm?) (SPTZImm?)  (SPTZImm?  (SPTZ/mm?)

Sémen Fresco 88.2+13.5" 0+0° 6.7+1.9"° 17.8+9.4"°

Sémen Congelado  72.8+6.8"*  0+0"° 0.8+1.2%° 17.7+2.3"°

&° | etras diferentes na mesma linha diferem em p<0,05.
A Letras diferentes na mesma coluna diferem em p<0,05.

Grupo

4. DISCUSSAO

Embora fisiologicamente a adesdo do espermatozoide aos reservatorios
uterinos exerca importante papel no mecanismo de selecdo e preservagao
espermatica, recentes publicagdes relataram que espermatozoides provenientes da
cauda do epididimo utilizados em inseminacao artificial apresentaram taxas de
fertilidade similar as obtidas utilizando espermatozoides provenientes do ejaculado
[6,7,17, 21].

A auséncia de contato desses espermatozoides com o plasma seminal implica
na nao incorporagédo de proteinas essenciais que possibilitam estas células
desencadearem esta fungéo. Assim sendo, a permanéncia desses espermatozoides
no trato genital feminino pode estar comprometida [2,1]

No presente estudo foi verificado que as caracteristicas da cinética espermatica
para espermatozoides a fresco € similar para os parametros MT e RAP quando se
comparou as células espermaticas recuperadas da cauda e do corpo do epididimo,
apos a adicao do diluente de congelagcéo, com os do ejaculado, demonstrando que
0s espermatozoides apresentaram uma capacidade de movimentagdo adequada
para o deslocamento durante seu trajeto pelo trato reprodutor feminino. Estes

resultados se assemelham aos estudos realizados por outros autores [6, 11-13].
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Outra caracteristica observada foi que a partir do segmento do corpo do
epididimo, os espermatozoides ja possuem IMP similar as observadas apos
ejaculagado. Essa integridade estrutural é importante para que a célula espermatica
desencadeie todos os processos bioquimicos fundamentais para sua sobrevivéncia
no trato reprodutor feminino e posteriormente seja capaz de realizar a fecundacao
[14].

Os resultados referente aos espermatozoides recuperados da cabega do
epididimo demonstraram que a maturagao espermatica nesse segmento se encontra
em um estagio onde essas células ndo possuem ainda a capacidade de expressar
sua movimentagdo, mesmo apos o contato com substancias estimulantes presentes
no diluidor de congelacao, e cerca de 60% desses espermatozoides apresentaram
uma deficiente integridade em relagcdo a sua membrana plasmatica. Tal fato é
reforcado por outros estudos [15, 16] que relataram que a capacidade de
movimentagdo progressiva e mudangas na composi¢do lipidica da membrana
espermatica ocorrem especificamente a partir da regido do corpo, devido ao seu
ambiente bioquimico.

Para que a utilizagdo dos espermatozoides recuperados do epididimo seja
aplicada de forma eficiente, o procedimento de congelagdo espermatica se
apresenta como fundamental para a preservacao dessas células durante um periodo
adequado até sua utilizacdo, haja vista que se essas células espermaticas nao
forem congeladas sua viabilidade seria de no maximo 48 a 72 horas [17]. Como o
processo de criopreservagéo € extremamente agressivo para o espermatozoide, foi
verificado que as caracteristicas de cinética e IMP foram significativamente
reduzidas apos a descongelacao, tanto para espermatozoides do ejaculado como os

recuperados do epididimo, corroborando com outros autores [18, 19] que afirmaram
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que o processo de congelagdo e descongelagcdo provocaram uma redugcdo na
motilidade e alteracdo da capacidade de fertilizagdo por alteragbes na membrana
plasmatica da célula.

Entretanto, os valores de cinética observados entre os espermatozoides
descongelados do ejaculado e os do corpo e cauda do epididimo diferiram
significativamente, contrastando com estudos em equinos [6, 11, 20, 21] e suinos
[22, 23], os quais relataram que os valores de cinética espermatica e IMP apéds a
congelacéo dos espermatozoides do ejaculado e do epididimo s&o similares [19].

Apdés a descongelagdo, os espermatozoides do epididimo provavelmente
seriam insatisfatorios para uma possivel utilizagcado em inseminacao artificial, devido
a uma baixa motilidade total e deslocamento progressivo. Esses resultados se
assemelham a estudos anteriores conduzidos em diferentes espécies como bovinos
[24], humanos [25] e equinos [26], entretanto contrasta com resultados de estudos
de taxa de fertilidade em equinos [6, 7, 17, 21].

Os espermatozoides recuperados do corpo e da cauda do epididimo
apresentaram valores similares em relagcdo a cinética espermatica pos
descongelagéo, entretanto foi verificado que a sensibilidade dos espermatozoides
provenientes do corpo epididimario foi maior do que os da cauda, possivelmente
este fato seja explicado devido a essas células se encontrarem em um estagio de
maturagao mais precoce [14].

A utilizacdo de sémen congelado é uma ferramenta importante na reproducao
assistida, em particular, para a industria de biotecnologia equina [12], entretanto
poucos estudos foram direcionados a verificagcdo da capacidade dessas células em

se aderirem aos reservatorios espermaticos.
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Neste sentido, um maior entendimento desse processo pode permitir a
adequacdo de alguns fatores inerentes a inseminacao artificial como a dose
inseminante utilizada e o momento da inseminagao artificial, haja vista que esses
espermatozoides podem permanecer viaveis por um menor periodo no trato genital
da égua [2].

Ao verificar a taxa de adesdo espermatica aos explants da tuba uterina, os
espermatozoides do ejaculado apresentaram uma maior taxa de ades&o, quando
comparado aos espermatozoides provenientes do epididimo, resultado semelhante
ao reportado em outro estudo com suinos [27]. Provavelmente, este resultado
ocorreu pelo fato dos espermatozoides do ejaculado entrarem em contato com as
secre¢des das glandulas anexas, responsaveis pela secre¢cao de grande quantidade
de proteinas, principalmente as lecetinas que s&o importantes para adesédo dos
espermatozoides as células epiteliais da tuba uterina [1, 28, 29].

De acordo com estudos anteriores, a criopreservagédo do sémen equino causa
danos subletais ao espermatozoide [30], levando a uma diminuicdo no numero de
espermatozoides com capacidade de adesdo as células da tuba uterina [27]. Porém
neste estudo ndo foi encontrada diferenca entre a taxa de adesdo do
espermatozoide a fresco com o espermatozoide congelado, confrontando com
estudos reportados por outros autores [31, 32] que observaram uma diminui¢gdo na
taxa de adesédo dos espermatozoides congelados as células epiteliais da tuba
uterina in vitro.

Estudos em bovinos observaram que ap0s o processo de congelagao-
descongelacdo as proteinas responsaveis pela adesdo dos espermatozoides na
tuba uterina reduzem seus niveis em até 70%, afetando a ligacédo e

consequentemente, a taxa de fecundacgao [24]. Porém, alguns fatores como diluidor
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e/ou protocolo de congelacao utilizado neste trabalho provavelmente ofereceram um
maior suporte e protecéo as células espermaticas no processo de criopreservagao
devido a sua composi¢cdo, quando comparado com os meios utilizados em
pesquisas anteriores.

Embora as taxas de fertilidade dos espermatozoides do epididimo serem
semelhantes as do ejaculado [6, 7, 17, 21], este estudo demonstrou que
espermatozoides epididimarios possuem taxas de adesao celular as células da tuba
uterina inferiores aos espermatozoides do ejaculado congelado. Possivelmente esta
fertilidade esta relacionada ao fato da inseminacao artificial com espermatozoides do
epididimo ser realizada apés a ovulagao, uma vez que estas células sdo armazenas
e utilizadas na forma congelada. Porém, no uso da inseminagdo pré-ovulagao,
provavelmente ocorreria uma diminuicdo nas taxas de fertilizagdo com o uso dos

espermatozoides provenientes do epididimo.

5. CONCLUSAO
A taxa de adesdo dos espermatozoides do epididimo aos explants de tuba
uterina € menor em relagcdo ao sémen ejaculado e o processo de congelagao

espermatica ndo afeta essas ligagdes.
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Text graphics

Present incidental graphics not suitable for mention as figures, plates or schemes at

the end of the article and number them "Graphic 1", etc. Their precise position in the
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text can then be indicated. See further information under Electronic artwork. If you
are working with LaTeX and have such features embedded in the text, these can be
left, but such embedding should not be done specifically for publishing purposes.

Further, high-resolution graphics files must be provided separately.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available at =+

http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive

an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their
paper.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.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. Citation of a reference as "in press"

implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given. 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.
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References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "...as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result..."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they first appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J

Sci Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:
[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-
Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors, the first 6 should be listed followed by 'et al." For further details, you are
referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals'
J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also =

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html)

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal

abbreviations: =+ http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/lji.ntml;

List of serial title word abbreviations: =+ http://www.issn.orq/2-22661-LTWA-

online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): =+ http://www.cas.org/sent.html.
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Do not abbreviate a journal name which is a single word, or is in a language other

than English.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer authors additional possibilities to publish
supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips, etc. Supplementary files supplied will be published
online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products,

including ScienceDirect: =+ http://www.sciencedirect.com. 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 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.

Additional style notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic
conventions

» Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include
the generic name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows
were treated with cloprostenol [Estrumate 500 ?g im]").

« Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term
'significant' (recommended for Discussion), but generally avoid doing both.

« Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated),
should only be used in a strict statistical context.

* Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for

unit of measure, e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions
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* transrectal palpation, not rectal palpation

* nucleus transfer, not nuclear transplant

« estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior

* sperm can be used as both noun and adjective

* 120 to 125, not 120-125

« treatment by period, not treatment X period

« gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

» magnification: X 100

« identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30
* 3d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

* oogonium: female gamete before meiosis

» oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis)
to extrusion of the first polar body

* oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis to extrusion of the
second polar body

» ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of

the male and female pronuclei (differs from the common use of ovum as a general
term for any female gamete)

» germinal vesicle: nucleus of the ovum

* zygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion
of first cleavage

* embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and
differentiation are largely complete

« fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in
size)

« conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

« abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

» premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of

independent life
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«  stillbirth: avoid  this  term (use  fetal death or  abortion)

Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used
anywhere else, including the manuscript's title and in figures, table titles and legends,
without definition; others may not be used in the title, but may be used in the text
without definition. In general, abbreviations must be defined when used for the first
time (this may be avoided in the ABSTRACT if necessary to conserve space). To
make reading the paper more pleasant, avoid using excessive abbreviations and
acronyms; instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean section" instead
of "CS" use "section" or "hysterotomy."
The following abbreviations may be used in the text without definition (note that

abbreviations exclude periods):

Al ANOVA ADP ATP BSA

cAMP cL DEAE-cellulose DMSO DNA

eCG EDTA EGF ELISA FSH

GH GaRH hCG HEPE ShMG

vC IVF VM LH MOET

MSH mRMNA NAD NADH PBS

PGFla PGFM PIPES PRID PRL

RIA RNA SDS-PAGE SCNT TRH

TRIS IRNA TSH

Units of Measure ViV - volume ratio
cpm - counts per min wk - week

dpm - disintegrations per min wt/vol - weight per volume
g-gram y - year

ga - gauge of hypodermic needle

h — hour Routes of treatment
kg — kilogram id — intradermal

L — liter im — intramuscular

mL - milliliter iu — intrauterine

ML - microliter iv — intravenous

m — meter sc — subcutaneous

min — minute po - oral

mo - month

s - second Statistical expressions
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ANOVA - analysis of variance P — probability

CV - coefficient of variation SD - standard deviation

df - degrees of freedom SEM - standard error of the mean
F - variance ratio r - correlation coefficient

NS - not significant r? - coefficient of regression

Additional information

* For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style
and Format: The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.

» For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and
usage, consult the CBE Manual or a current English language (collegiate-level or
higher) dictionary.

* For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide
takes precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office if you have any
questions regarding preparation of your manuscript.

Submission Checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details
regarding any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' (and critically read and
reviewed)

* References are in the correct format for this journal

 All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
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» 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://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information.

The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a
document in the journal Physics Letters B):

do0i:10.1016/j.physletb.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are
guaranteed never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding
author (if we do not have an e-mail address, then paper proofs will be sent by post),
or a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files
themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated;
for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free

from =+ http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will

accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are on the

Adobe site: =+ http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
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(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please
list your corrections quoting line number. If this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and send by e-mail or by
post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately - please let us have all your corrections within 48 hours. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication: please check
carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that if no response is
received, Elsevier may proceed with publication of your article.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article
via e-mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order
form which is sent once the article is accepted for publication. The PDF file is a
watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the
journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission)
please visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the
publisher. You can track accepted articles at =+ http://www.elsevier.com/trackarticle.

You can also check our Author FAQs (=shttp://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or

contact Customer Support via =+ http://support.elsevier.com.
Updated January 2012

Copyright © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved. | Privacy Policy | Terms &
Conditions | Feedback | About Us | Help | Contact Us

The content on this site is intended for health professionals.
Advertisements on this site do not constitute a guarantee or endorsement by
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