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Resumo

Os efeitos das enzimas hialuronidase e tripsina foram avaliados quanto
a liquefacio, motilidade, vigor e integridade do acrossoma, no sémen
de seis macacos pregos (Cebus apella), mantidos na Fundagdo Parque
Zoolégico de Sao Paulo. O sémen foi colhido por eletroejaculagao,
apos anestesia geral, e a fracdo liquida foi imediatamente avaliada. A
fragdo coagulada do sémen foi tratada com as enzimas hialuronidase
e tripsina, na dose de 1mg/ml, diluidas em meio 199 (Nutricel,
Campinas/SP, Brasil), na proporcao 1:4 e examinada apds 5 e 15
minutos. Test t de Student foi utilizado para comparar os tratamentos.
Nao houve diferencga significativa quanto a motilidade, vigor e
integridade de acrossoma (p > 0.05), entre a fracao de sémen coagulado
diluido em hialuronidase e tripsina, apds cinco ou quinze minutos.
No entanto, houve diferenca significativa quanto a motilidade e vigor
entre a fracdo liquida e a coagulada do sémen (p < 0.05), apds quinze
minutos. Nao houve diferenca significativa com relagdo a integridade
de acrossoma (p > 0.05) entre a fracio liquida e coagulada do sémen,
ap6s 15 minutos. De acordo com os resultados, podemos concluir
que nio houve efeito aparente na fragdo coagulada do sémen tratado
com as enzimas hialuronidase e tripsina com relagao a motilidade,
vigor e integridade do acrossoma. No entanto, houve diferenga
significativa entre a fra¢do liquida e coagulada do sémen com relagdo a
motilidade e vigor, porém nao quanto a integridade do acrossoma.
De maneira geral, em ambos os tratamentos, ndo houve a completa
dissolucao do coagulo.
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Introducao

O sémen da maioria dos primatas
torna-se viscoso apos a exposi¢iao ao ar,
tornando-se um material gelatinoso de dificil
acesso para determinacdo de suas
caracteristicas, que normalmente sdo
avaliadas sob microscopia de luz, apos
confec¢do de lamina coberta por laminula'.

Enzimas proteoliticas como a tripsina
e a colagenase foram utilizadas no processo de
liquefagio de sémen de ptimatas™*>¢" 51011
porquinho da india'® e alpacas”. Da mesma
maneira, enzimas como a colagenase, a
fibrinolisina, a hialuronidase e a tripsina foram
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utilizadas na dissolugao do sémen de lhamas
e alpacas'.

No entanto, embora alguns autores
recomendem a dissolucdo da fracido
coagulada do sémen de primatas com
enzimas proteoliticas, por afirmar que
grande quantidade de espermatozodides
encontra-se retido no coagulo®**%>1 outros
afirmam que a dissolucao quimica interfere
na qualidade do sémen obtido, além do fato
de afirmarem que apenas pequena
quantidade de espermatozéides fica retida
no coagulo, podendo portanto ser
desprezada'>'®!"1%,

Diante das disparidades encontradas



na literatura, este estudo torna-se importante
pelo fato de avaliar os efeitos de duas
enzimas (hialuronidase e tripsina) na
motilidade, no vigor e na integridade do
acrossoma de espermatozoéides da fracao
coagulada do sémen. Espermatozoides
encontrados na frac¢do liquida do sémen
também foram avaliados quanto a motili-
dade, o vigor e a integridade de acrossoma.

O objetivo principal deste estudo foi
determinar os efeitos da hialuronidase e da
tripsina na liquefagio, na motilidade e no
vigor do sémen de macacos pregos, apos 5
e 15 min.; e na integridade do acrossoma,
ap6s 15 minutos da dilui¢io, comparando
os resultados encontrados com os resultados
obtidos da analise imediata da fragao liquida
do sémen.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados seis exemplares de
macaco prego (Cebus apella), adultos,
machos, de procedéncia indeterminada e
fenotipos semelhantes. Os animais foram
mantidos na Funda¢ido Parque Zoologico
de Sao Paulo.

Eletroejaculacao

Os animais foram previamente
anestesiados com auxilio de caixa de prensa,
utilizando-se a associacao Tiletamina-
Zolazepan (Zoletil®) na dose tnica de 7Tmg/
kg, via intramuscular.

A eletroejaculacao foi realizada
utilizando-se aparelho para colheita de sémen
de bovinos domésticos, com controle de
voltagem de 0 a 12 volts e eletrodo com
9mm de diametro e 11cm de comprimento,
contendo tiras longitudinais em cobre™"’.

Avaliacao do Sémen

Imediatamente apés a ejaculacdo
foram avaliadas as caracteristicas fisicas do
ejaculado, iniciando-se pelo volume da fragdo
liquida e medi¢do de pH. Uma gota desta
fracdo foi depositada em lamina coberta por
laminula e avaliada em Microscopio de Luz.
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Os espermatozoéides foram avaliados quanto
a motilidade (0-100%) e vigor (0-5). Uma
aliquota desta fracao foi diluida em formol
salina 10% para avaliacio da concentragao
espermatica e das caracteristicas
morfologicas do sémen (%0). A concentragdao
espermitica (x 10°/ml) foi realizada com
auxilio de camara de newbauer e as
caracteristicas morfologicas foram avaliadas
em camara umida, pela contagem de 100
células/lamina em Microscépio de
Contraste de Fase?. Um total de 3ml de
seémen foi depositado em lamina de vidro,
juntamente com 3ml de corante para
confecciao do esfregaco, onde posterior-
mente 100 células/lamina foram avaliadas
em Microscopio de Contraste de Fase
quanto 2 integridade do acrossoma®'.

As enzimas hialuronidase e tripsina
foram diluidas em meio 199 (Nutricel,
Campinas/SP) na concentra¢io Img/ml e
adicionadas na proprociao de 25% do
volume do ejaculado em placas de petri
contendo as fracoes coaguladas e mantidos
em mesa aquecedora a 37°C pelo periodo
de 15 minutos'. Motilidade e vigor foram
avaliados ap6s 5 e 15 minutos da adi¢ao das
enzimas. Da mesma maneira a integridade
do acrossoma dos espermatozoéides foi
avaliada, como descrito acima, apds quinze
minutos da adi¢cdo das enzimas ao sémen
coagulado.

Andlise Estatistica

O Test t de Student foi utilizado para
avaliar as diferencas entre a qualidade do
sémen da fracdo liquida e da fragdo coagulada
apos cinco e quinze minutos da adi¢do das
enzimas e entre as fracGes coaguladas de
sémen diluidas em hialuronidase e tripsina
ap0s cinco e quinze minutos®.

Resultados

A tabela 1 mostra a M/EPM dos
ejaculados quanto ao volume, motilidade,
concentrag¢ao, anormalidades e integridade

de acrossoma da fragdo liquida do sémen.
A tabela 2 mostra a M/EPM da motilidade,
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vigor e integridade do acrossoma do sémen
coagulado dilufdo em hialuronidase e tripsina
apo6s quinze minutos. As figuras 1 a 3
mostram o volume, a motilidade e a
integridade do acrossoma do sémen
coagulado, diluido em hialuronidase e
tripsina, individualmente para cada animal.

Nio houve diferenca significativa
quanto a motilidade e vigor (p > 0.05), entre
a fracdo de sémen coagulado diluido em
hialuronidase e tripsina, ap6s cinco ou quinze
minutos. Também nio houve diferenca
significativa, entre a integridade de

acrossoma dos espermatozoides encontra-
dos na fracao liquida e na fragao coagulada,
diluida em hialuronidase ou tripsina (p >
0.05), ap6és 15 minutos. No entanto, houve
diferenga significativa quanto a motilidade e
vigor da fracdo liquida, comparada a fracao
coagulada do sémen, diluida em hialuronidase
(p = 0.009; p = 0.008) e tripsina (p = 0.02; p
= 0.03), ap6s quinze minutos. De maneira
geral, tanto a hialuronidase como a tripsina
foram parcialmente eficientes na dissolugao
do coagulo, sendo que nenhuma das duas
enzimas utilizadas o dissolveram totalmente.

Tabela 1- Volume, motilidade, vigor, pH, concentracio, anormalidades e integridade de acrossoma de espermatozéides da fragao liquida do sémen

de macacos pregos, Sao Paulo, 2003

. . . . Int.
L Vol. Motil. Vigor pH Conc.  Anormais Normais
Animais o 6 o o Acros.
(ml) (%) (1-5) (x 10° (%) (%) o
(%)
Maf]:aco 0.4 90 5 8 1.0 57 43 55
Macz:aco 0.7 90 5 9 5.8 36 64 97
Macaco
(3: 0.9 60 3 8 1.9 23 77 86
Macaco 0.7 70 4 8 0.1 -- -- 90
4
Ma(5:aco 1.0 80 2 7 7.8 33 67 9
Ma(6:aco 0.4 40 ) 7 0.1 - . --

M/EPM 0.7+0.1 71.7+7.9 3.5+0.6 7.8+0.3 28+1.3 37.3+7.2 62.8+7.2 61.8+19.7

- Dados nao aferidos devido a quantidade insuficiente de espermatozéides.

Tabela 2 - Motilidade, vigor e integridade do acrossoma de espermatozdides da fragdo coagulada de sémen de macacos pregos, apds 15 minutos
da adigdo das enzimas hialuronidase e tripsina, Sao Paulo, 2003

Hialuronidase Tripsina

Animais Motilidade Vigor Int. Acros.  Motilidade Vigor Int. Acros.

(%) (0-5) (%) (%) (0-5) (%)
Macaco 1 30 3 48 20 2 46
Macaco 2 70 4 59 80 5 59
Macaco 3 20 1 52 30 2 40
Macaco 4 -- -- -- -- -- --
Macaco 5 0 0 -- 0 0 --
Macaco 6 0 -- 0 0 --
M/EPM 24.0+12.9 1.6+0.8 53.0+3.2 26.0+14.7 1.8+0.9 48.0+5.6

- Dados nao aferidos devido a quantidade insuficiente de espermatozoéides.
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Discussao

O sémen de macacos pregos torna-
se altamente viscoso ap0s a ejaculacio, o que
torna sua avaliacdo bastante prejudicada.
Devido a isso, este estudo foi realizado com
o intuito de demonstrar o efeito das enzimas
hialuronidase e tripsina na liquefacio,
motilidade, vigor e integridade de acrossoma
de sémen de macacos pregos mantidos em
cativeiro.

Para dissolug¢do do coagulo as
enzimas hialuronidase e tripsina foram
testadas, no entanto, ambas mostraram-se
apenas parcialmente eficientes na eliminacao
do coagulo, ja que nenhuma das duas
permitiu dissolvé-lo totalmente. Isto pode
ter ocortido devido a diluicio (1mg/ml) ou
devido a concentracdo utilizada (25% do
volume total de sémen). Porém, segundo a
literatura, essas enzimas foram capazes de
diluir sémen de lhamas e alpacas na mesma
dilui¢ao e concentraciao' e segundo Nagle e
Denari’ tripsina foi eficaz na dilui¢io do
coagulo de sémen de macacos pregos nas

Hialuronidase.

100

60

Macaco |
Macaco 2
Macaco 3
Macaco 4

et tad

Macaco 5

0 minutos 5 minutos 15 minutos Macuco 6

Fragio liquida (0 minutos) ¢ fragio coagulada diluida (apés 5 ¢ 15 minutos).
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concentragoes 1 e 2% a temperatura de 20 a
35 °C, porém em um periodo supetior a 15
minutos.

Naio houve diferenca entre a hialu-
ronidase e a tripsina com relagdo a qualidade
do sémen, pois ambas interferiram da
mesma maneira, ou seja, diminuindo a
motilidade e o vigor espermatico. No
entanto, a utilizacdo dessas enzimas nao
determinou alterago significativa relacionada
a integridade do acrossoma. Este dado ¢é
muito importante, pois determina a
funcionalidade do sémen, ou seja, sua
capacidade de penetracdo no odcito.

A quantidade insuficiente de
espermatozoides na fracdo coagulada do
sémen, apos sua dilui¢do, sugere que poucos
espermatozoéides permanecem nesta
fracio!®1715,

Em estudos preliminares o método
de adicao de enzimas mostrou-se adequado,
eliminando todo o coagulo de sémen em
primatas’. Com rela¢io a motilidade e vigor,
também nao foram observadas diferencas
entre as enzimas utilizadas, apos sua adi¢ao

Tripsina.
100
80
a
60
40
: -
< 20 -
- -
- * Macaco 4
H o " Macaco $
To TS TS W Macaco 6
Fragdo liquida (0 minutos) e fragdo coagulada diluida (apés 5 ¢ 15 minutos).

Figura 1- Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina na motilidade da fragdo coagulada do sémen de macacos pregos mantidos em cativeiro, Sao

Paulo, 2003

Hialuronidase.
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Fragio liquida (0 minutos) ¢ fragio coagulada diluida (apés 5 ¢ 15 minutos).
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Fragio liquida (0 minutos) ¢ fragio coagalada diluida (aps 5 ¢ 15 minutos).

Figura 2 - Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina no vigor da fragao coagulada do sémen de macacos pregos mantidos em cativeiro, Sao Paulo,

2003
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Hialuronidase.
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Fragio liquida (0 minutos) ¢ fragio coagulada diluida (apés 15 minutos).
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Figura 3 - Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina na integridade de acrossoma da fragdo coagulada do sémen de macacos pregos mantidos em

cativeiro, Sao Paulo, 2003

ao coagulo de sémen, em trabalhos
anteriores''**, Em estudo recente realizado
pot Bravo, Ccallo e Garnica', nio houve
alteracdo na integridade do acrossoma
relacionada a4 enzima ou ao tempo de
exposicio a mesma.

Conclusao
As enzimas testadas neste experi-

mento nao foram efetivas na eliminacao
completa do coagulo de sémen de macacos

Tanto a hialuronidase quanto a tripsina
promoveram a diminui¢do da motilidade e
do vigor espermaitico de acordo com o
tempo de exposicdo, quando comparada a
fracao liquida do sémen. Nao houve
aumento na porcentagem de acrossomas
lesados ap6s 15 minutos de exposi¢io as
enzimas.
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The effect of hyaluronidase and trypsin enzymes on liquefaction of

semen in capuchin monkey (Cebus apella)

Abstract

The effect of the enzymes hyaluronidase and trypsin were recorded
on the motility, vigor and acrosome integrity in the semen of capuchin
monkey (Cebus apella). The animals (n=6) were maintained at
Fundagio Parque Zoolégico de Sio Paulo. Under anesthesia semen
samples were collected by electroejaculation. Immediately after the
ejaculation, the semen liquid fraction was analyzed for volume (ml),
pH, motility (%), vigor (0-5), concentration (cells/ml), defects (%)
and percentage of intact acrosome (%0). The coagulated fraction was
treated with a solution of hyaluronidase or trypsin, 1mg/ml in
commercial medium (199-Nutricel, Campinas/SP, Brazil) in a
proportion of 1:4 and the samples were examined after 5 and 15
minutes. The Student T Test (95%) was used to compare the treat-
ments. There was no significant difference in the motility, vigor or
acrossome integrity (p > 0.05) between coagulated fraction diluted ei-
ther in trypsin or in hyaluronidase, after 5 or 15 minutes. However,
there was significant difference in motility and vigor between liquid
and coagulated fraction, after 15 minutes, for both treatments (p<<0.05),
but there were no difference in acrosome integrity (p > 0.05). In
conclusion, there were no apparent effects in the coagulum for both
treatments regarding motility, vigor and acrosome integrity. There
were significant differences between liquid and coagulated fractions
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regarding motility and vigor, but not for acrosome integrity. In both
enzyme treatments there were no complete dissolution of the

coagulum.

Referencias

1 VALE, R. D. R. Caracteristicas fisicas e morfologicas
do sémen de Alouatta caraya (Humboldt, 1812)
mantidos em cativeiro, 2002. Dissertacao (Mestrado
em Reproducao Animal), Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo.

2 BUSH, D. E.; RUSSEL, L. H.; FLOWERS, A. I.;
SORENSEN, A. M. Semen evaluation in capuchin
monkey (Cebus apella). Laboratory Animal Science, v.25,
p.588-593, 1975.

3 GREER, W. E.; ROUSSEL, J. D.; AUSTIN, C. R.
Prevention of coagulation in monkey semen by surgery.
Journal of Reproduction and Fertility, v. 15, p. 153-
155, 1968.

4 HENDRICKX, A. G.; KRAMER, D. C. Reproduction
and breeding tecnhiques for laboratory animals:
Primates. Philadelphia: Les & Febigen, 1970. p. 316-
335.

5 HOSKINS, D.; PATTERSON, D. Prevention of
coagulum formation and recovery of motile
spermatozoa from Rhesus monkey semen. Journal of
Reproduction and Fertility, v. 13, p. 337-340, 1967.

6 KRAMER, D. C.; VERA CRUZ, N. C. Collection,
gross characteristics and freezing of baboon semen.
Journal of Reproduction and Fertility, v. 20, p. 345-
348, 1969.

7 NAGLE, C. A.; DENARI, J. H. The Cebus apella
monkey (Cebus apella). In: HEARN, JOHN (Ed.)
Reproduction in new world primates — New models
in medical science. Edimburg: MTP Press Limited 1982.
p.39-67.

8 ROUSSEL, J. D.; AUSTIN, C. R. Enzymic liquefaction
of primate semen. Journal Fertility, v. 3, p. 288-290,
1967.

9 ROUSSEL, J. D.; AUSTIN, C. R. Improved
electroejaculation of primates, Journal of he Institute
of Animal Technicians, v. 19, n. 1, p. 22-32, 1968.

10 SCHAFFER, N.; CRANFIELD, M.; MEEHAN, T.;
KEMPSKE, S. Semen collection and analysis in the
conservation of endangered nonhuman primates. Zoo
Biology, p. 47-60, 1989. Supplement 1.

11 SRIVASTAVA, P. N.; FAROQUI, A. A.; GOULD,
K.G., Studies of hydrolytic enzymes of chimpanzee
semen. Biology of Reproduction, v. 25, p. 363-369,
1981.

12 FREUND, M. Collection and liquefaction of guinea-
pig semen. Proc. Soc. Exp. Biol. Med, v. 98, p. 538-
540, 1958.

13 BRAVO, P. W.; PACHECO, C.; VILCAPAZA, V.
QUISPE, G.; ORDONEZ, C. Degelification of alpaca
semen and effect of dilution rates on artificial
insemination outcome. Archieves Andrology, v.43,
p.239-246, 1999.

14 BRAVO, P. W.; CCALLO, M.; GARNICA, J. The
effect of enzymes on semen viscosity in llamas and
alpacas. Small Ruminant Research, v. 38, p. 91-95,
2000.

15 BARNABE, R. C.; GUIMARAES, M. A. B. V.
OLIVEIRA, C.A.; BARNABE, A. H. Andlise de alguns
parametros normais do espermograma de macaco-prego.
(Cebus apella Linnaeus, 1758). Brazilian Journal
Veterinarian Animals Science, v.39, n.6, p.331-333,
2002.

16 REZNICHEK, R. C.; ROUSSEL, J. D.;
MANGELSON, N. L.; KADO, B. S.; COCKETT, A. T.
K. Some morphologic and biochemical observations of
semen in nemestrina monkeys destined for space flight.
Fertility & Sterility, v. 19, n. 3, p. 376-381, 1968.

17 VALERIO, D. A.; LEVERAGE, L. E.; MUSTER, J. H.
Semen Evaluation in macaques. Laboratory Animal Care,
v. 20, p. 734-740, 1970.

18 VAN PELT, L. F.; KEYSER, P. E. Observations on
semen collection and quality in macaques. Laboratory
Animal Care, v. 20, n. 4, p. 726-733, 1970.

19 GUIMARAES, A. B. V. Contribuicio para o estudo
da colheita e avaliacao do sémen do macaco prego
Cebus apella (Erxleben, 1777). 1994. Dissertacao
(Mestrado em Reproducao Animal) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

20 BLOM, E. On the evaluation of bull semen with
special reference to the employment for artificial
insemination, Thesis, Conpenhage. 1950.

21 POPE, C. E.; ZHANG, Y. Z.; DRESSER, B. L. A
simple staining method for evaluating acrossomal status
of cat spermatozoa. Journal of Zoo and Wildlife
Medicine, v. 22, n. 1, p. 87-95, 1991.

22 STATISTIC ANALYSES PROGRAM. 99 2% ed. STAT
SOFT INC.

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 2, p. 196-201, 2006




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /Algerian
    /Arial-Black
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /CenturySchoolbook-Regular
    /CGOmega
    /CGTimes-BoldItalic
    /Chiller-Regular
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Courier
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /cour-Normal
    /CurlzMT
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /FDA_Esp
    /FelixTitlingMT
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /Helvetica-Black-SemiBold
    /Helvetica-Bold
    /HelvLight-Normal
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Latha
    /LatinWide
    /LtrGothic-Italic
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /Mangal-Regular
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MicrosoftSansSerif
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MonotypeCorsiva
    /MSOutlook
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MusicalSymbolsPSMT
    /MVBoli
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /Playbill
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /ScriptMTBold
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SILDoulosIPA93Bold
    /SILDoulosIPA93BoldItalic
    /SILDoulosIPA93Italic
    /SILDoulosIPA93Regular
    /SILManuscriptIPA93Bold
    /SILManuscriptIPA93BoldItalic
    /SILManuscriptIPA93Italic
    /SILManuscriptIPA93Regular
    /SILSophiaIPA93Bold
    /SILSophiaIPA93BoldItalic
    /SILSophiaIPA93Italic
    /SILSophiaIPA93Regular
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Swiss721BT-Black
    /Swiss721BT-BlackCondensed
    /Swiss721BT-BlackCondensedItalic
    /Swiss721BT-BlackExtended
    /Swiss721BT-BlackItalic
    /Swiss721BT-BlackNo2
    /Swiss721BT-BlackOutline
    /Swiss721BT-BlackRounded
    /Swiss721BT-Bold
    /Swiss721BT-BoldCondensed
    /Swiss721BT-BoldCondensedItalic
    /Swiss721BT-BoldCondensedOutline
    /Swiss721BT-BoldExtended
    /Swiss721BT-BoldItalic
    /Swiss721BT-BoldOutline
    /Swiss721BT-BoldRounded
    /Swiss721BT-Heavy
    /Swiss721BT-HeavyItalic
    /Swiss721BT-Italic
    /Swiss721BT-ItalicCondensed
    /Swiss721BT-Light
    /Swiss721BT-LightCondensed
    /Swiss721BT-LightCondensedItalic
    /Swiss721BT-LightExtended
    /Swiss721BT-LightItalic
    /Swiss721BT-Medium
    /Swiss721BT-MediumItalic
    /Swiss721BT-Roman
    /Swiss721BT-RomanCondensed
    /Swiss721BT-RomanExtended
    /Swiss721BT-Thin
    /Swiss721BT-ThinItalic
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Swiss911BT-UltraCompressed
    /Swiss921BT-RegularA
    /Swiss924BT-RegularB
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /TimesNewRomanSpecialG1
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /WP-MultinationalAHelve
    /WP-MultinationalARoman
    /WP-MultinationalBCourier
    /WP-MultinationalBHelve
    /WP-MultinationalBRoman
    /WP-MultinationalCourier
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck true
  /PDFX3Check true
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
    /PTB <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


