UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS

EXPRESSAO DOS GENES PLCZ, WPB2NL E TNF-a NO ESPERMATOZOIDE E
SUAS RELACOES COM A QUALIDADE SEMINAL E FERTILIDADE EM
EQUINOS DA RACA CRIOULA.

VERONICA LA CRUZ BUENO

PORTO ALEGRE
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS

EXPRESSAO DOS GENES PLCZ, WPB2NL E TNF-a NO ESPERMATOZOIDE E
SUAS RELACOES COM A QUALIDADE SEMINAL E FERTILIDADE EM
EQUINOS DA RACA CRIOULA.

VERONICA LA CRUZ BUENO

Autor: Verdnica La Cruz Bueno
Dissertacdo apresentada ao Programa de
PoOs-Graduacdo em Medicina Animal:
Equinos da Faculdade de Medicina
Veterinaria UFRGS como requisito parcial

para obtencéo do grau de Mestre.

Orientadora: Sandra Fiala Rechsteiner

PORTO ALEGRE
2018



CIP - Catalogagéo na Publicagdo

Bueno, Verdnica La Cruz

EXPRESSAO DOS GENES PLC&# 950;, WPEBZNL E TNF-
&#945; NO ESPERMATOQZQIDE E SUAS RELBC@ES CoM A
QUALIDADE SEMINAL E FERTILIDADE EM EQUINOS DA RACH
CRIOULA. / Verdnica La Cruz Bueno. -- 2018.

55 f.

Orientadora: Sandra Fiala Rechsteiner.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Animal: Equinos,
Porto Alegre, BR-RS5, 2018.

1. Garanhdo. 2. Expressdo génica. 3. Pardmetros
seminais. 4. Taxa de prenhez. I. Fiala Rechsteiner,
Sandra, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




VERONICA LA CRUZ BUENO

EXPRESSAO DOS GENES PLCZ, WPB2NL E TNF-a NO ESPERMATOZOIDE E
SUAS RELACOES COM A QUALIDADE SEMINAL E FERTILIDADE EM
EQUINOS DA RACA CRIOULA.

APROVADO POR:

Prof.2. Dr2. Sandra Fiala Rechsteiner

Orientadora e Presidente da Comissao

Prof. Dr2 Adriana Pires Neves
Membro da Comissao

Prof. Dr. Eduardo Malschitzky
Membro da Comisséo

Dr. Henrique Boll de Araujo Bastos
Membro da Comisséao



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida e pela saude, por me orientar nas escolhas certas, por
me dar forcas nos momentos mais dificeis e por fazer possivel a realizacdo de
cada conquista.

A minha familia, em especial ao meu marido Leandro Krenski da Silva, que
esteve ao meu lado em cada passo da realizacédo deste trabalho. .

A Professora Dr.2 Sandra Fiala Rechsteiner pela orientacdo, por seus
conhecimentos e experiéncia oferecidos. Ainda, pela amizade e confianga
dispensadas e, sobretudo, pela seriedade e profissionalismo que tanto
contribuiram para minha formacéo.

Ao Professor Dr. Rodrigo Costa Mattos, sempre solicito e disposto a ajudar
e esclarecer diversas duvidas em todos os momentos. Sua colaboracdo foi
fundamental para a realizag&o deste projeto.

Aos meus amigos Henrique Bastos, Luiz Augusto Machado, Gustavo
Larentis e Bruna Beretta por todo desenvolvimento cientifico e pelo trabalho em
conjunto no REPROLAB.

A todos os Professores do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina
Animal: Equinos por compartilharem o conhecimento e possibilitar meu
crescimento profissional.

Aos inumeros amigos e colegas do REPROLAB, estagiarios, mestrandos e
doutorandos, agradeco pela convivéncia.

A Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel pela bolsa de
estudo. A Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo Crioulo pelo auxilio

financeiro concedido para realizacdo do projeto de pesquisa.



LISTA DE ABREVIATURAS

Bax: Like protein 4

BMP15: Bone morphogenetic protein 15

Ca®": Calcio

FIV: Fertilizagao in vitro

HOST: Teste hiposmético

HSP70: Proteina com 70 kilodalton heat shock proteins
IA: Inseminacéo Artificial

ICSI: Injecao intracitoplasmética de espermatozoides
K*: Potassio

Kg: Quilos

MMP1: Metallopeptidase 1

MMP2: Metallopeptidase 2

Na’: Sadio

PBS: Solucéo phosphate buffered saline

PCLC: Fosfolipase C zeta

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase

gPCR: Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
ROS: Espécies reativas de oxigénio

TNF-a: TNFalpha

WBP2NL: Proteina 2 de ligagdo ao dominio WW N-terminal Like



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores para gPCR. ..........ccoivriiiiiiiiiiiee e, 35

Tabela 2: Coeficiente de correlacdo simples de Pearson entre parametros
seminais, taxa de prenhez e expressédo dos genes PCL{, WPB2NL e TNF-a de

garanhdes da raga CrioUIA. ...........oooiiiiiiiiie e e 41



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ea . 11
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 13
N N - o= T O [ 11 | - RSN 13
P = 11T =T [ SRR 14
2.3 ESPErMAtOZOIdE .......ccoeiiiiiiiii e e e e e aaane 15
W Yol W] o = Lo = o J SRR 18
2.5 Expresséo Génica na Reprodugdo EqQUINa...........ooovveeiiiiiieiiieee, 20
2.6 GENE PLCT ... ..ottt 21
2.7 GENE WPB2NL ....ci i i ittt ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e anns 25
2.8 GENE TINF -0 .. ettt e e et e e e et e e e eaba e aeees 25
2.9 1dentificaC8o GENMICA........uuuuiiiieeeeieeeeiee et e e e e e e e e e eeaanes 27
N = i 1 (1O T PSPPI 29
4, CONSIDERACOES FINAIS ..ot 48

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....cooo oottt eeeeiee e 49



EXPRESSAO DOS GENES PLCZ, WPB2NL E TNF-a NO ESPERMATOZOIDE E
SUAS RELACOES COM A QUALIDADE SEMINAL E FERTILIDADE EM
EQUINOS DA RACA CRIOULA.

RESUMO

Em todas as espécies de mamiferos estudadas, o gene PLCC é responsavel
pelo aumento de calcio no momento da fecundagédo do odcito. Recentemente, o
gene WBP2NL, também esta sendo estudado por sua possivel capacidade de
iniciar a ativacdo de odcitos. O gene TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria que
pode ser encontrada no plasma seminal, mas seu efeito na viabilidade
espermética ainda ndo estd claro. O objetivo desse trabalho foi investigar a
expressdo dos genes PLCC, WPB2NL e TNF-a no espermatozoide e suas
relacbes com a qualidade e fertilidade em equinos. Foram utilizados ejaculados de
40 garanhdes da raca Crioula, de criatorios localizados préximos a Porto Alegre.
A concentracdo espermatica foi avaliada em camara de Neubauer. As demais
analises microscopicas foram realizadas através do Computer Assisted Sperm
Analysis AndroVision. A analise da integridade fisica da membrana foi realizada
utilizando-se sondas fluorescentes. A integridade funcional da membrana
plasmética foi avaliada por meio do teste hiposmotico. Para andlise estatistica foi
utilizada correlacdo de Pearson, com nivel de significAncia de P<0,05. Foi
encontrada correlagao positiva do gene PCL{ com integridade funcional da
membrana plasmatica (0,449), integridade fisica da membrana plasmatica (0,438),
taxa de prenhez (0,454), motilidade total (0,486), motilidade progressiva (0,413);
correlacdo negativa com motilidade lenta (-0,427) e espermatozoides imoveis
(-0,405). Nao foram encontradas correlacdes dos genes WBP2NL e TNF-a.
Conclui-se que a expressao do gene PCLC no Espermatozoide equino pode ser

utilizada com um marcador para a qualidade seminal e fertilidade do garanhao.

Palavras Chaves: Garanhdo, expressao génica, taxa de prenhez e parametros

seminais.



EXPRESSION OF THE PLCZ, WPB2NL AND TNF-a GENES IN SPERMATOZOA
AND ITS RELATIONS WITH SEMINAL QUALITY AND FERTILITY IN CRIOULA
EQUINE

Abstract

In all species of mammals studied, the PLCC gene is a factor of calcium
increase at the time of oocyte fertilization. Recently, the WBP2NL gene is also
being studied for its potential ability to initiate oocyte activation during fertilization.
The TNF-a is a pro-inflammatory cytokine found in seminal plasma but it effect on
motility and viability sperm still unclear. The aim of this study was to verify the
expression of PLCC{, WPB2NL and TNF-a genes in spermatozoa and their
relationship with quality and fertility in horses. We used the ejaculates of 40 Crioulo
stallions, were used from horse farms located near Porto Alegre. After semen
collection, the ejaculate was diluted in a commercially available extender.
Microscopic analysis of total and progressive motility was performed using a
computer assisted sperm analysis system AndroVision. Membrane physical
integrity was assessed by fluorescent probes and membrane functionality was
analyzed by the hypo-osmotic test (HOST). Statistical analysis was performed
using the Pearson correlation, with a significance level of P<0.05. A moderate
positive correlation of the PCL{ gene was found with functional plasma membrane
function (0.449), physical organization of the plasma membrane (0.438),
conception rate (0.454), total motility (0.486), progressive motility (0.413) and
negative correlation with slow motility (-0.427) and spermatozoa properties (-
0.405). No correlation on WBP2NL and TNF-a genes were found, showing that
those genes expression should not be used as a marker of seminal quality and
fertility in stallions. It can be concluded that expression of the PCL{ gene on equine
spermatozoa can be used as a marker for seminal quality and fertility in the

stallion.

Key words: Stallion, gene expression, conception rate and seminal parameters.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos na América Latina e o quarto
mundial. A tropa nacional é superior a cinco milhées de cavalos, computados os
cavalos de lida, os de raga, lazer e competicdo. A atividade movimenta
anualmente R$ 16,15 bilhdes e gera 610 mil empregos diretos e 2.430 mil
empregos indiretos, sendo responsavel, assim, por trés milhdes de postos de
trabalho (MAPA, 2017).

Nos ultimos anos a equideocultura deu um salto qualitativo, havendo no
mercado, animais de alto valor e zootécnico. Isso é possivel devido aos avangos
na area da genética animal, os quais permitem identificar, ndo apenas anomalias,
mas também diversos genes de interesse econémico.

O interesse no estudo da reproducédo equina é fomentado cada vez mais como
ferramenta para acelerar o ganho genético e competitividade na industria do
cavalo (HINRICHS, 2013). A reducdo da fertiidade no garanhdo resulta em
importantes perdas econbmicas para a indastria equina. Diferente de outras
espécies domésticas de interesse zootécnico, 0s equinos sao valorizados como
individuo e animais de alto padrdo genético atingem valores elevados de comércio
e reproducdo (CHOWDHARY et al., 2008). Portanto, fatores fisiologicos e de
capacidade reprodutiva muitas vezes sao selecionados negativamente, o que leva
a menores indices reprodutivos (LEON et al., 2013).

Mesmo existindo variacdes nos processos reprodutivos das diversas espécies,
€ possivel reconhecer padrées gerais no plano estrutural e funcional, e buscar
modelos experimentais mais adequados a espécie humana. Tendo em vista o0s
avancos obtidos em outras espécies, tais como: camundongos, humanos, suinos,
felinos, bovinos e ovinos (SAUNDERS et al., 2002; KUROKAWA et al., 2005;
VILLAVERDE, 2010; 2002; MOURA et al, 2006, SYLVIA, et al., 2012), com
pesquisas sobre marcadores de fertilidade e a importancia deste tema na esfera
reprodutiva. Torna-se imprescindivel o desenvolvimento de estratégias para a
identificacdo, caracterizacdo e compreensao de componentes de interesse e sua
participacdo nas células espermaticas, relacionando-os aos processos de

fecundacao e melhorias de indicadores reprodutivos.
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Em todas as espécies de mamiferos estudadas até agora (ourico do mar,
camundongos, humanos, suinos e felinos), os resultados de fertilizacdo FIV,
demonstram que o gene PLCCZ é responséavel pelo aumento de Ca** no momento
da fertilizacdo do odcito (GAT e ORVIETO, 2017). O WBP2NL, também esta
sendo estudado por sua possivel fungéo no inicio da ativacéo de odcitos durante a
fecundacdo (AARABI et al., 2014). O gene TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria
gue pode ser encontrada no plasma seminal, mas seu efeito sobre a motilidade e
viabilidade espermatica ainda ndo estd claro (PERDICHIZZI et al. 2007).
Pesquisas em humanos demostraram que as concentracdes crescentes de TNF-a
levam a um aumento no numero de espermatozoides ndo viaveis (SAKAMOTO et
al., 2003).

A criacdo de equinos da raca Crioula vem crescendo em todo Brasil nos
altimos anos, porém ainda hd uma escassez de informacdes sobre genes
relacionados aos parametros de fertilidade desta raca. O objetivo desse trabalho
foi investigar a expresséo dos genes PLC{, WPB2NL e TNF-a no espermatozoide

e suas relacdes com a qualidade seminal e fertilidade em equinos da raca crioula.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Araca Crioula

7

A raca Crioula € o resultado de uma selecdo natural que ocorreu
principalmente no sul da Ameérica, por cerca de quatro séculos. Os cavalos
Crioulos sao considerados extremamente bem adaptados a regido, devido ao fato
de que somente os mais fortes sobreviviam e conseguiam passar seus genes para
as futuras geracdes (ABCCC, 2009).

Sdo animais descendentes das racas Andaluz e Bérbere, trazidos por
conquistadores do século XV. O cavalo que aportou na América era a mais
desenvolvida ferramenta de guerra existente na época. A partir do século XVII,
muitos cavalos foram perdidos ou abandonados, reproduzindo-se de forma livre
pelo sul do continente. Na regido das cordilheiras e pampas, formaram-se
manadas extremamente bem adaptadas a regido devido a selecdo natural ao
longo dos quatro séculos (TEIXEIRA, 2011).

No final do século XIX e inicio do século XX, criadores argentinos,
uruguaios e brasileiros comecaram a se conscientizar da importancia e da
qualidade dos cavalos que habitavam suas propriedades e deram inicio a
recuperacéo destes animais, contribuindo assim, para a formacao da raca Crioula.
Consequente a isso, esta nova raga passou a ser preservada conquistando
notoriedade a partir do século XX, quando varias associa¢cdes foram criadas,
comprovando o valor do cavalo Crioulo (ABCCC, 2009).

Em 1932, foi fundada a Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalos
Crioulos, com a misséo de preservar e difundir o cavalo Crioulo no pais. Cinquenta
anos depois, a prova do Freio pode ser considerada uma ferramenta de selecéo,
uma vez que motivou a otimizacdo da raca, tanto morfolégica quanto
funcionalmente (ABCCC, 2016). A criacdo de cavalo crioulo no Brasil gera mais
de 240 mil empregos diretos e indiretos, s6 no ultimo ano, cresceu mais de 20%
em nuamero de eventos (mais de mil realizados) e acima de 40% em

comercializacao de animais (ABCCC, 2018).
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Hoje sdo mais de 400 mil animais distribuidos em 100% do territorio
nacional. A criagdo de equinos da raca Crioula vem crescendo em todo Brasil nos
altimos anos, porém ainda h&4 uma escassez de informacgdes sobre alteracbes de

fertilidade desta raca.

2.2 Fertilidade

O termo fertilidade é habitualmente utilizado na induUstria equestre para
relatar a capacidade individual de se reproduzir. Este valor sempre sera menor do
que a percentagem de odcitos fertilizados in vivo pelo sémen de um determinado
garanhdo (AMANN, 2005). O resultado de qualquer monta natural, IA ou FIV
depende da interacdo de ambos os gametas (masculino e feminino). Assim, ao
descrever fertilidade, o conceito verdadeiro seria o produto da (fertilidade
masculina) X (fertilidade feminina) X (todas as outras fontes de variacéo), o que
dificulta atribuir o resultado obtido ao reprodutor ou ao sémen (AMANN e
HAMMERSTEDT, 2002).

Diferente de outras espécies, de interesse econdémico como 0s bovinos, 0s
garanhdes sao seleciondos por caracteristicas como conformacéo, resultados em
competicdo ou devido a sua genealogia (VARNER et al., 2008). O aspecto
reprodutivo na maioria das vezes ndo é levado em consideragdo. A industria
equestre esta repleta de reprodutores que possuem indices de fertilidade
insatisfatorios ou abaixo do preconizado para a espécie. A fertilidade no garanhéo
€ uma caracteristica economicamente importante, fortemente relacionada com
aspectos ambientais e genéticos complexos (HARALD e OTTMAR, 2012). Esta
caracteristica pode ser afetada negativamente por uma ampla variedade de
condicdes, tais como: disturbios de comportamento, capacidade de acasalamento
e outros problemas especificos, sem necessariamente apresentar relacdo com a
funcdo espematica (VARNET et al., 2008).

As taxas de prenhez por ciclo estdo associadas ao ano, estacao
reprodutiva, centro de criacdo, idade das éguas, historico reprodutivo, tipo de
cobertura, manejo reprodutivo e a natureza do sémen, entre outros (AMANN et al.,
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2005). Os esforcos empregados, até entdo, tém se baseado na otimizacdo da
nutricdo, cuidados preventivos com saude, técnicas de IA e manejo reprodutivo de
éguas e garanhdes, enquanto que as caracteristicas quantitativas de desempenho
reprodutivo ndo sao utilizadas como critérios para selecdo de garanhfes (AMANN
et al., 2002).

Em producéo animal, a predicdo do potencial de fertilidade do macho é
importante, contudo, em equinos, os exames tradicionais de avaliacdo da
qualidade do esperma falham em detectar casos de subfertilidade e/ou
infertilidade. Os parametros seminais utilizados na rotina laboratorial para predizer
a fertilidade potencial de um garanhdo tém um valor preditivo limitado na medida
em que falham na detecgédo de casos de sub-fertilidade ou mesmo infertilidade
(GAMBOA, 2011).

As modernas técnicas de reproducédo possibilitam melhorar a fertilidade, no
entanto, ndo podemos esquecer nem da fonte genética nem da heranca
epigenética de algumas situacdes de infertilidade sob pena de se comprometer a
capacidade de gerar descendéncia nas geracdes subsequentes (GAMBOA, 2011).

O conhecimento de genes especificos do espermatozoide de humanos ja
esta bem documentado (LAMBARD et al., 2004), enquanto poucos estudos estédo
disponiveis para equinos (CHOWDHARY et al., 2008). A descoberta de genes
especificos relacionados a fertilidade de garanhdes € uma necessidade para a

industria do cavalo.

2.3 Espermatozoide

Os mamiferos séo bastante eficientes quanto a producdo de
espermatozoides, gerando grandes quantidades a partir de uma populacéo
renovavel de células e tendo por principal objetivo a transmissdo do genoma
paterno ao oocito. Todo o processo acontece dentro dos tdbulos seminiferos e é
bastante controlado, tanto em termos de tempo quanto de espaco. O DNA dos
espermatozoides esta inicialmente associado as histonas, que sdo gradualmente
substituidas por protaminas durante a espermiogénese mediante o auxilio de

proteinas de transicdo (GAUCHER et al., 2010). Estes acontecimentos resultam
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numa célula altamente diferenciada, funcionalmente e estruturalmente capaz de
se combinar com um oQcito e iniciar 0 processo que da origem a geracao seguinte
(FAWCETT, 1975).

Os espermatozoides sé&o constituidos por cabeca e cauda, que por sua vez
€ subdividida em trés pecas: intermediaria, principal e terminal, sendo recobertos
pela membrana plasmética. A cabeca do Espermatozoide é formada pelo
acrossoma, lamina pos-acrossomal e nucleo. No nucleo, os dois tercos anteriores
sdo sobrepostos pelo acrossoma, que formam uma vesicula especializada
originada do complexo de Golgi, uma membrana de duas camadas que contém
enzimas hidroliticas essenciais para a penetracdo do Espermatozoide no oécito. O
ndcleo preenche a maior parte da cabeca do Espermatozoide e é onde fica
armazenado o material genético em formato de DNA altamente condensado e
contido por dupla camada nuclear. O espaco entre a cabeca e o pescoc¢o na célula
espermatica € bem definido por um anel, este € o local de fixagdo da membrana
plasmética com o envelope nuclear na base da cabec¢a (BRITO, 2007).

Na bainha mitocondrial se localiza a peca intermediaria que contém as
mitocondrias, responsaveis pela producdo de ATP através de fosforilacdo
oxidativa, cuja funcdo € a de suprimento energético para os movimentos flagelares
(COSSON, 1996). Desta forma, o ATP é importante, entre outros fatores, no
processo de manutencdo da bomba de Na' e K', responsavel pela regulacéo
guimica e pelo transporte de gradientes eletroliticos. Assim, a integridade
funcional das mitocondrias é um fator importante na sobrevivéncia da célula
espermatica durante o trajeto pelo trato reprodutivo da fémea e na aplicacdo das
biotécnicas reprodutivas (SILVA e GADELLA, 2006).

A membrana plasmatica é constituida por bicamada lipidica contendo
proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de superficie e glicolipidios
organizados em composicao fluida. Esses componentes permanecem agregados
as regides especificas da membrana, sendo essas: cabeca, peca intermediéria e o
flagelo (GADELLA e HARRISON, 2000). Desta maneira, a integridade da
membrana se torna essencial para o metabolismo normal do espermatozoide,

capacitacdo e reacdo acrossdémica. A reacdo acrossomal, resultante da liberacéo



17

e ativacdo das enzimas acrossomais, é ativada pela ligacdo do Espermatozoide
com a zona pellcida. A penetragcdo do mesmo na zona pellcida € facilitada por
esse processo associado com a hiperativagdo da motilidade. Desta maneira, a
fertilizacdo sO ocorrera caso 0 acrossoma permaneca intacto durante todo trajeto
espermatico pelo trato reprodutor feminino até o momento final da ligacdo com a
zona peldcida (SILVA e GADELLA, 2006).

A membrana espermética é de estrutura assimétrica, e sua bicamada
lipidica € composta por faces interna e externa. Seus diferentes componentes
possuem afinidades especificas com cada regido recoberta por sitios de ligacao
(GWATHMEY et al., 2006). Desta forma, cada regido da membrana plasmatica é
considerada como dominio de funcbes especificas. Na regido da cabeca do
espermatozoide ela exerce funcdo de interagir com 0 00cito; enquanto que na
regido que recobre a peca intermediaria estdo localizadas as mitocondrias
envolvidas na producdo de energia e na regiao do flagelo ela estad envolvida na
motilidade (FLESCH e GADELLA, 2000).

Acreditou-se durante muito tempo que o genoma masculino fosse o Unico
material introduzido no citoplasma do odcito que detinha papel determinante no
processo de fecundacgdo. A descoberta de que os espermatozoides introduzem
também centriolos (SIMERLY et al., 1995), fatores solUveis que ativam o 04cito
(SAUNDERS et al., 2002), e RNAs (OSTERMEIER et al., 2004) mudou essa
percepcao. O estudo do RNA de espermatozoides teve seu inicio nos primeiros
experimentos que buscavam entender o fluxo das informagcdes genéticas nessas
células. Durante a condensacdo e elongacdo, a maquinaria transcricional é
desligada e a maior parte do citoplasma das espermatides redondas € perdida e
fagocitada pelas células de Sertoli. Acreditava-se que o restante ndo fosse capaz
de suportar a traducdo de mRNA (MILLER e OSTERMEIER, 2006).

De forma semelhante, também existem relatos da presenca de RNA em
espermatozoides bovinos. Além disso, a comparacdo entre espermatozoides
obtidos de animais de alta e baixa fertilidade mostrou que tais grupos possuem um
transcriptoma diferente, levando a acreditar que esses RNAs que foram
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diferencialmente expressos estariam de alguma forma, correlacionados a
fertilidade (BISSONNETTE et al., 2009; FEUGANG et al., 2010).

2.4 Fecundacéao

A fecundacao ocorre quando héa fusdo do odcito com o espermatozoide. E
necessario que ocorra a migracdo espermatica entre as células do cumulus
oophorus, a unido da cabeca do espermatozoide a zona pellcida e em seguida a
penetracdo do espermatozoide por uma abertura através da zona pellucida para
atingir a membrana vitelinica e, por ultimo, a fusdo dos gametas (HAFEZ e
HAFEZ, 2004). No momento da ovulacdo ocorre a liberagdo do od6cito maturado, o
qual foi submetido a transformacdes durante o desenvolvimento folicular, como a
formacdo da zona pelicida e a retomada e finalizagdo da primeira divisdo
meidtica, com a extrusdo do primeiro corpusculo polar, em preparo para a
fecundacdo. A placa metafasica marca o inicio da segunda divisdo meidtica,
porém a meiose ndo pode continuar até que ocorra a penetragdo do
espermatozoide no oocito (GINTHER, 1992).

Para atingir a capacidade de fecundacédo os espermatozoides passam por
varias modificacfes sequenciais incluindo a maturagéo, capacitacao e a reacao do
acrossoma. Os componentes de sua superficie sdo modificados ou removidos
pelas secrecdes do trato genital feminino, desestabilizando a bicamada
fosfolipidica e permitindo a ativacdo do acrossoma. A capacitacdo desencadeia a
reacdo acrossomal que envolve a fusdo da membrana plasmatica do
espermatozoide com a membrana externa do acrossoma, seguida por uma
extensa vesiculagdo sobre o segmento anterior do acrossoma. Essa reacao
promove a liberagdo de enzimas hidroliticas, como hialuronidase e acrosina que
Sao necessarias para a penetracao no oocito (HAFEZ e HAFEZ, 2004). A unido da
cabeca do espermatozoide a zona pellucida é regida por receptores espermaticos
especificos na sua superficie. A zona pelldcida é sintetizada pelo o6cito em
maturacdo, sendo sua matriz extracelular constituida por glicoproteinas

denominadas ZP1, ZP2 e ZP3, presentes em todas as espécies de mamiferos. As
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ZP1 e ZP2 sao glicoproteinas estruturais, enquanto a ZP3 age como receptor
espermatico (HERRLER e BEIER, 2000). Apenas espermatozoides com
acrossomas intactos podem se ligar & ZP3. A ligacdo da cabeca espermatica a
ZP3 permite interacdes com outras zonas competentes que estimulam a ativacéo
do acrossoma, liberando enzimas que digerem uma abertura através da zona
pellcida para atingir a membrana vitelinica (KLINE, 2002). A regido equatorial da
cabeca espermética liga-se a membrana vitelinica estimulando a retomada da
segunda divisdo meidtica, liberando o segundo corpusculo polar (GINTHER, 1992;
HAFEZ e HAFEZ, 2004).

O inicio da fecundacdo é um processo controlado, rigorosamente
dependente da integridade nuclear e estrutural do odcito maturado e da
penetracdo pelo espermatozoide. A fecundacdo induz uma série de oscilacdes
(ondas) intracelulares de Ca* que promovem alteraces citoplasmaticas e
nucleares do o0d0cito, essenciais para o inicio da embriogénese. Dentre as
principais funcdes destas elevacdes periddicas do fon Ca*? estdo: a exocitose dos
granulos corticais, a ativagdo oocitaria e a liberacdo do segundo corpusculo polar,
assim completando a segunda divisdo meidtica e realizando a singamia e a
preparacdo para a primeira clivagem embrionaria. Estas ondas de Ca*? no odcito
sdo originadas dos estoques intracelulares, localizados no reticulo
endoplasmatico. No momento da penetracdo pelo espermatozoide, uma cascata
de eventos se desencadeia, culminando com a formacao do inositol trifosfato (IP3)
que induzira a liberacdo de Ca*? (JONES et al., 1998).

No primeiro pico, a onda se inicia no sitio da penetracdo do espermatozoide
no odcito e migra, pelo citoplasma, para o p6lo oposto. JA nos demais ciclos, as
ondas se iniciam no cortex do odécito no hemisfério oposto ao fuso da meiose, em
seguida, propagando-se para todo o citoplasma. O aumento da concentracao
intracelular de Ca*? é pulsatil e periddico, pois 0 mesmo, em altas concentracées,
por longos periodos de tempo, € citotoxico e prejudica a organizacdo dos fusos,
afetando a formacgéo dos pronucleos e consequentemente a clivagem. Os picos de
Ca*? livre sdo importantes tanto na ativacdo do oécito quanto no desenvolvimento
embrionario normal (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994).
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2.5 Expressao Génica na Reproducéo Equina

A reproducédo é um dos principais aspectos na criacdo de equinos. Estudos
foram realizados buscando correlagdo entre fatores ambientais, comportamentais
e fisiolégicos com a fertilidade de equinos. No entanto, pouco se sabe sobre os
fatores genéticos que atuam na fertilidade (HINRICHS, 2013). Atualmente, os
estudos relacionados a gendmica aplicada a reproducédo equina tém focado na
fertilidade de garanhdes (GIESECKE et al., 2010).

A selecdo de garanhfes € baseada na genética, desempenho e
conformacado. Claramente, a saude reprodutiva do animal ndo € inserida nesta
selecdo. Os garanhdes representam 50% da equacédo da reproducao e a industria
do cavalo é repleta de garanhdes com nivel de fertilidade indesejavel (VARNER et
al., 2008). Dentre os fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a
qualidade seminal assume um efeito consideravel. No entanto, os testes
laboratoriais de rotina, aplicados na avaliacdo da qualidade do sémen, por muitas
vezes nao sao capazes de determinar o potencial de fertilidade dos reprodutores.
Diversos estudos sugerem que componentes moleculares dos espermatozoides,
ou do meio que os cercam, podem influenciar sua capacidade fecundante
(MOURA et al., 2011).

O desenvolvimento de mapas genéticos de alta resolucéo é uma ferramenta
valiosa para o isolamento de genes e marcadores associados com caracteristicas
economicamente importantes, como a reproducdo. Além disso, permitem que 0s
pesquisadores desenvolvam testes especificos de diagnostico e elaborem
medidas preventivas de manejo e tratamento (BROSNAHAN et al. 2010).

Modernas técnicas de Biologia Molecular vem sendo utilizadas em estudos
envolvendo a determinagéo da relagdo entre a ocorréncia de variagbes no DNA
com caracteristicas fenotipicas, contribuindo para abordagens preventivas na
medicina humana e animal. Em animais, o interesse consiste no aprimoramento e
selecdo genética criteriosa, especialmente na criagdo de equinos, onde cada
animal é valorizado individualmente (LEON et al., 2013).
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MORTENSEN et al. (2010) estudaram a expressao génica de HSP70 em
blastocistos equinos apds a exposicdo dos odcitos a altas temperaturas in vitro e
in vivo, observando que embrifes produzidos in vitro apresentaram maiores niveis
de mRNA de HSP70, sugerindo que esta alteracdo no padrdo de expressao
génica seja em resposta a agressao ambiental sofrida in vitro.

Um estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar a expresséo de
genes ligados a viabilidade celular e apoptose em complexos cumulus odcito
antes e apos a vitrificagdo. Este estudo concluiu que os resultados observados na
expressdo do gene BMP15 sugerem a permanéncia da viabilidade celular em
complexos cumulus o00cito equinos, porém, o0s resultados observados na
expressdo do gene BAX sugerem a ativacdo do processo de apoptose nas células
expostas ao processo de vitrificacdo (POLENZ et al., 2016).

Os genes MMP-1 e MMP-2 foram apontados como genes importantes em
todo o processo de remodelamento tecidual, que ocorre durante o
desenvolvimento folicular em éguas e que o receptor de horménio luteinizante
presente no ovario e no epitélio superficial ovariano pode ter um papel
fundamental para o mecanismo de sinalizacdo para a producdo das
metaloproteinases, visto que 0s OVarios que apresentaram maiores concentracdes
de receptor de hormonio luteinizante tiveram maior expressao génica das MMPs
(BASTOS et al., 2014).

2.6 Gene PLCC

Em todas as espécies de mamiferos estudadas até agora, os resultados de
fertilizag&@o in vitro demonstram que o gene PLCC é responsavel pelo aumento de
Ca™ no momento da fecundacdo para induzir a ativacdo do odcito, divisdo
meidtica e formacdo do embrido (SYLVIA et al., 2012), pois no momento da
fecundacao o espermatozoide é responsavel pelo desencadeamento de uma série
de oscilages de Ca*? intracelular. Essas oscilagbes sdo necessarias para
ativacdo de oocitos e desenvolvimento embrionario (GRADIL et al., 2006). No
equino o gene € expresso sob a cabeca do espermatozoide e na regido da cauda
(SYLVIA etal., 2012).
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Para 0o mecanismo de liberacdo do Ca+? no odcito, acredita-se que a
ligacdo do espermatozoide a membrana plasmatica do odcito ative os receptores
de proteinas G (sitios de ligacdo do GTP), os quais promovem ativacdo da
cascata de fosfoinositideos. As fosfolipase C (PLC) induzem a hidrolise do
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (P14,5P2), formando dois mediadores intracelulares:
o IP3, que se funde no citoplasma e libera picos de Ca*?, e o diacilglicerol (DAG),
que permanece na membrana plasmética e auxilia na ativacdo da enzima proteina
quinase C (ALBERTS et al., 2002). O IP3 se difunde no citoplasma rapidamente,
reage na membrana do reticulo endoplasmatico e abre seus canais dependentes,
liberando o Ca*? estocado. Para cessar a liberacdo de Ca™, o IP3 é desativado
(defosforilado para IP2 ou fosforilado para IP4) e o Ca*® que entrou no citosol é
bombeado para o meio extracelular ou retorna para o reticulo endoplasmatico
(ALBERTS et al., 2002; BOOTMAN et al., 2001). H4, também, a participacdo dos
receptores de rianodina do reticulo endoplasmatico que mantém aberto os canais
de Ca*? (WHITE e YUE, 1996).

A partir da observacdo de que a atividade da PLC presente nos estratos
espermaticos induziu oscilagdes do Ca* intracelular em estratos de odcitos de
ourico-do-mar gerando IP3 (JONES et al., 1998), foi sugerido que a proteina
indutora de oscilagdes do Ca*? intracelular seria uma isoforma da PLC. Desta
forma, foi averiguada uma possivel candidata entre as PLC previamente
identificadas em espermatozoides (WU et al. 2001). Entretanto, as isoformas
recombinantes PCLB1, y1, y2 e PCL®4 falharam em desencadear a liberacdo do
Ca*? intracelular (JONES et al., 2000) ou a induziram apenas quando presente
em altas concentra¢des no oocito (MEHLMANN et al., 2001).

Espermatozoides de camundongos com deficiéncia na isoforma PCL(4
falharam na fertilizacdo, mas ndo na inducdo das oscilacdes de Ca*™ (WU et al.,
2001). Diante do exposto, foi proposta a existéncia de uma nova isoforma da PLC.
Neste contexto, o exame de uma sequéncia EST (expressed sequence tag)
derivada de testiculos de camundongo e humano possibilitou o isolamento e
caracterizagdo de um DNA complementar, o qual transcreve uma proteina
espermatica nomeada de PCLC (SAUNDERS et al., 2002). Esta isoforma da PCL é
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Gnica no que diz respeito ao fato dela ser uma proteina especifica do
espermatozoide.

Estudos posteriores sobre as caracteristicas estruturais e funcionais da
PLCC tornaram essa nova proteina a melhor candidata a proteina indutora de
oscilacdes de Ca*. Dentre esses achados podemos destacar que a injecdo de
RNA complementar de PLCZ induziu uma serie de oscilagdes de Ca*? prolongadas
em odcitos de camundongo com amplitude e frequéncia dose dependentes e
consequente ativacdo oocitaria (SAUNDERS et al., 2002). Da mesma forma, a
injecdo da proteina PLCC recombinante também demonstrou gerar oscilacfes de
Ca'? em camundongos (YODA et al., 2004). Outro achado importante é o fato de
gue a quantidade estimada de PLCC determinada por anticorpos, presente em um
anico Espermatozoide de camundongo (SAUNDERS et al., 2002) esta dentro do
limite da concentracdo de PLC{ capaz de desencadear as oscilacdes de Ca* no
o6cito (YODA et al., 2004).

A PLCC ja foi encontrada em estrato espermatico solivel em camundongo,
humano, suino, bovinos, felinos e equinos (SAUNDERS et al., 2002; KUROKAWA
et al., 2005; YOON e FISSORE, 2007; VILLAVERDE 2010; SYLVIA et al., 2012).

Pesquisadores investigaram a associagao e expressao de PLC{ e COX-2
como candidatos a genes para verificacdo da qualidade do sémen e fertilidade em
suinos. Estes chegaram a conclusdo que a maior expressdo de COX-2 pode
contribuir para a ma qualidade espermatica e levar a infertilidade. Por outro lado,
comparativamente, a expressao mais elevada de PLC{ pode ser benéfica para a
qualidade do sémen uma vez que a expressdo desta proteina é maior em suinos
com melhor qualidade do seminal (KAEWMALA et al., 2012).

Nos seres humanos, o fator de infertilidade masculina associado a
incapacidade de expressar a proteina fosfolipase C zeta corresponde de 35% a
40% de todos os casos encaminhados para clinicas de fertilidade. Esses homens
produzem sémen "normal”, embora aparentemente sejam incapazes de induzir a
ativacdo do odcito apos a fertilizagdo (SYLVIA et al., 2012).

Defeitos na expressao de PLCC em homens inférteis podem ser resolvidos

por meio de injecdo intracitoplasméatica de espermatozoides para ativacdo de
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odcitos: tais como estimulos elétricos ou Ca*? ionéforo, informacdo que enfatiza a
importancia que PLC( carrega no contexto da fertilidade do macho (GRADIL et al.,
2006).

Outro estudo em humanos relacionou a expressao de PLCC com o efeito da
selecdo de espermatozoides moveis. Uma porcentagem maior de
espermatozoides era desprovida de PLC{ quando nenhuma selecdo de
espermatozoides moveis foi realizada (HEINDRYCK et al, 2012).

Consequentemente, ha muito interesse na implantacédo de ensaios de PLC(
sensiveis como testes de progndstico e diagnéstico para homens inférteis, como
uma forma alternativa de terapia, pois a associacdo entre PLCC e fertilidade
masculina é cada vez mais reconhecida (AMDANI et al., 2015).

Foi estudada a associacdo gendmica para valores genéticos estimados do
componente paternal de garanhdes Hannoverianos relacionado com a taxa de
prenhez por ciclo estral das fémeas. Um total de 228 garanhdes Hanoverianos
foram genotipados usando o Equine SNP50 Beadchip. Em conclusdo, os
polimorfismos nao codificantes dentro PLCC foram identificados como conferindo a
fertilidade do garanhdo (SCHRIMPF et al., 2014). Outro estudo utilizando seis
garanhdes subférteis com taxa de prenhez inferiores a 30%, demonstrou
quantidades inferiores de PLC{ em cinco garanhdes quando comparada com
garanhdes controle (WALAA et al., 2012).

Foram realizadas clonagens para a caracterizagdo da PLC{ em
espermatozoides de equinos com o objetivo de caracterizar a atividade
extracelular e intracelular de Ca*? e a expressdo da PLC{ no espermatozoide
equino. Microinje¢Bes do gene foram realizadas em odécitos equinos, onde foram
observadas aumento das ondas de Ca*? (SYLVIA et al., 2012).

No momento, pouco se sabe sobre a potencial ligacdo entre a deficiéncia
de PLCC( e subfertilidade ou infertilidade no garanhdo. Embora a diminuicdo dos
niveis de expressdo de PLCC tenha sido previamente relatada em sémen de
garanhdes inférteis (GRADIL et al., 2006). No equino 0 gene é expresso sob a
cabeca do espermatozoide e na regido da cauda (SYLVIA et al., 2012).
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2.7 Gene WPB2NL

Recentemente, o gene da proteina 2 de ligacdo ao dominio WW N-
terminal Like (WBP2NL), foi proposta como uma via alternativa ou complementar
para a ativacdo de odcitos com base em achados que demonstraram a injecao de
oscilagdes Ca?* induzidas pela proteina de ligacdo (PAWP) recombinante
comparaveis as da fecundacdo (AARABI, et al., 2014). No entanto, para 0 n0sso
conhecimento, a expressao de WBP2NL néo foi descrita em espermatozoides de
garanhdes.

A PAWP expressa pelo gene WBP2NL é uma proteina espermatica
especifica encontrada na regido pés-acrosomal da matriz perinuclear, subjacente
a membrana plasmatica na cabeca do Espermatozoide (WU et al., 2007). Até o
momento apenas um gene derivado da célula espermatica, o PLC( teve sua
capacidade como ativador do odcito comprovada (SAUNDERS et al., 2002). No
entanto, foi sugerido que a proteina de espermatozoide PAWP € o agente utilizado
pelo espermatozoide para ativar o desenvolvimento do embrido em mamiferos
(WU et al., 2007; AARABI et al., 2010).

Em ratos, a proteina de PAWP néo conseguiu clivar o fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato in vitro e ndo causou nenhuma liberacdo de Ca** detectavel em odcitos.
Entretando, apesar de n&do ser observada a inducdo de Ca*™ intracelular para
ativacdo dos od0citos, os valores expressos de PAWP foram semelhantes aos
expressos de PLCC em roedores. Estes dados sugerem que o PAWP derivado de
Espermatozoide nédo esta envolvido no desencadeamento das oscilacées de Ca?*
na fertlizacgdo em oocito de mamiferos (NOMIKOS et al, 2012).

Estudos em seres humanos e em ratos descreveram a falta de correlacéo
entre expressao génica e fertilidade, pois ndo observaram nenhuma correlacao

entre a expressao deste gene e a qualidade do sémen (FREOUR et al., 2017).

2.8 Gene TNF-a

O TNF-a é uma proteina transmembrana tipo 2 com uma terminagdo amino

intracelular. Possui potencial de sinalizacdo tanto como uma proteina integrada a
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membrana, ou como uma citocina soluvel liberada apds clivagem proteolitica.
Existem dois receptores para o TNF: TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1),
encontrado na maioria das células do corpo, e o TNFR2 (tumor necrosis factor
receptor 2), expresso principalmente em células hematopoiéticas (HEHLGANS e
PFEFFER, 2005).

As citocinas sdo um grupo de proteinas de baixo peso molecular que atuam
na intercomunicagédo celular (HAMBLIN, 1993). As citocinas sdo liberadas em
decorréncia de diferentes estimulos e interagem com 0S seus receptores
regulando a funcéo celular (ABBAS et al., 1998), além de estarem intimamente
relacionadas ao processo inflamatério. O TNF-a foi descoberto em 1975
(CARSWELL et al.,, 1975), sendo considerada uma das principais citocinas
relacionadas aos processos inflamatérios e imunes, agindo em diferentes partes
do corpo.

O TNF-a foi isolado primeiramente como uma citocina anticancer,
exercendo papel terapéutico quando expresso localmente pelas células do
sistema imune. No entanto, quando desregulado e secretado na circulacdo, pode
mediar uma série de doencas, inclusive cancer (AGGARWAI et al., 2003).
Estimulos patogénicos induzem a expressdo de TNF-a que, por sua vez, induz
outros mediadores e proteases responsaveis pela resposta inflamatéria. E
produzido também por tumores, podendo agir como um promotor tumoral
endégeno (BALKWILL e MANTOVANI 2001).

Varias citocinas proé-inflamatérias estdo presentes no plasma seminal,
porém, seu efeito na motilidade e viabilidade espermatica ainda ndo esta claro.
Alguns estudos foram realizados com TNF-a e descreveram uma redugao
significativa na motilidade progressiva quando em concentracées mais elevadas
de maneira dependente da dose e do tempo. Este resultado indica que TNF-a tém
efeito sobre a funcdo espermatica. Este efeito é possivelmente mediado através
de um aumento na producdo de oOxido nitrico (PERDICHIZZI et al., 2007). As
concentragbes crescentes de TNF-a levaram a um aumento das células néo
viaveis (SAKAMOTO et al., 2003).
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Citocinas, especialmente o fator de necrose TNF-a, estdo presentes no
espermatozoide humano, mas seus efeitos sobre a qualidade do sémen ainda nao
estdo esclarecidos. Infliximab e adalimumab s&o agentes biolégicos da classe anti-
TNF-a que demonstraram eficacia na inducdo e manutencdo da remissdo para
pacientes com doenca intestinal crénica. Estudos realizados em homens tratados
com infliximab mostraram reducdo na motilidade espermética e morfologia
alterada. Se esses resultados levam a deterioragcdo da fertilidade néo foi
formalmente analisado (VALER et al., 2017).

2.9 IDENTIFICACAO GENICA

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das técnicas mais
dominantes na area de biologia molecular. Desenvolvida na década de 1980 por
Kary Mullis, € um método sensivel que possibilita a amplificacdo de trechos
especificos de DNA para comparacdo de diferentes amostras e verificar a
concentracdo da molécula, sem necessidade de um organismo vivo (VALASEK E
REPA, 2005). A metodologia de PCR em tempo real quantitativo (quantitative
Polymerase Chain Reaction), conhecida pela sigla qPCR, é uma técnica de
biologia molecular que permite a amplificacdo in vitro de DNA (deoxyribonucleic
acid) de forma rapida. Quando a sequéncia alvo € composta por RNA, a reacao de
gPCR é precedida pela transcricdo reversa (Reverse Transcriptase), na qual o
RNA sera convertido em DNA complementar (cDNA). O primeiro ciclo da sintese
consiste na transcricdo reversa do RNA em cDNA com o auxilio de
oligonucleotideos iniciadores (PRIMERS) (WONG e MEDRANO, 2005).

A analise por gPCR é constituida por trés etapas: a desnaturagdo que
consiste na separacao da fita dupla de DNA em dois filamentos devido a altas
temperaturas, que sédo capazes de degradar as pontes de hidrogénio que unem
essas fitas. A segunda etapa ou pareamento acontece no momento em que 0S
oligonucleotideos iniciadores reconhecem as extremidades da sequéncia-alvo. O
inicio da sequéncia do DNA é reconhecido pelo oligonucleotideo que se liga com a
sequéncia complementar. Apds essa etapa acontece a polimeriza¢cao ou extensao,

realizada pela enzima DNA polimerase (derivada da bactéria termofilica Thermus
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aquaticus, 20 denominada de Taq), que adiciona nucleotideos a cadeia crescente
de DNA. O diferencial da metodologia de gPCR é a deteccdo do cDNA amplificado
em tempo real a cada ciclo de amplificacdo, o que € dado pela adicdo de um
oligonucleotideo marcado com um fluoréforo (sonda) que pareia-se ao DNA-alvo
(MACKAY et al.,2002).

Apés a realizagdo da quantificacdo, as médias sdo comparadas
estatisticamente para se avaliar a existéncia de possiveis diferencas significativas
entre eles. Para possibilitar uma melhor andlise estatistica, gerando resultados
significativos, recomendam a realizacdo de trés repeticdes independentes para
cada tratamento e para cada amostra bioldgica sdo comumente utilizadas trés
réplicas, tanto para o gene alvo como para o gene referéncia (LOBO, 2014).
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RESUMO

Em mamiferos, o gene PLC( é responsavel pelo aumento de célcio (Ca*") no
momento da fecundacdo do odcito. Essas oscilagdes de Ca?* sdo essenciais para o
desenvolvimento inicial do embrido. O gene WBP2NL esta sendo estudado por sua
possivel capacidade de iniciar a ativacdo de odcitos durante a fecundacdo. O gene TNF-a é
uma citocina pro-inflamatéria encontrada no plasma seminal, porém, seu efeito na
motilidade e viabilidade espermaética ainda ndo esta claro. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a correlacdo da expressdo génica do PLC{, WPB2NL e TNF-a no espermatozoide
com a qualidade seminal e fertilidade em garanhdes. A concentragdo espermatica foi
avaliada em camara de Neubauer. As demais analises microscopicas foram realizadas
através do sistema Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision® com leja. A andlise
da integridade fisica da membrana foi realizada utilizando-se sondas fluorescentes. A

integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste hiposmotico,
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para avaliacdo da patologia espermatica, foi realizado esfregaco e corado com Kit
panotico®. Foram utilizados ejaculados de 40 garanhdes da raga Crioula, de propriedades
proximas a Porto Alegre, RS, Brasil, com historico reprodutivo conhecido. Para analise
estatistica foi utilizada correlacdo de Pearson através do programa Minitab, com nivel de
significancia de p<0,05. Foi encontrada correlagdo positiva moderada do gene PCL{ com
funcionalidade de membrana (0,449), integridade de membrana (0,438), taxa de concepg¢éo
(0,454), motilidade total (0,486), motilidade progressiva (0,413) e correlagcdo negativa com
motilidade lenta (-0,427) e espermatozoides imdveis (-0,405). Ndo foram encontradas
correlagdes dos genes WBP2NL e TNF-o nas analises realizadas, demostrando que a
expressao génica de ambos ndo deve ser utilizada como marcador de qualidade seminal e
fertilidade em garanhdes. Concluimos que a expressdo do gene PCL{ no espermatozoide
equino pode desempenhar diversos papéis na fisiologia do sémen, assim pode tornar-se um
marcador para a qualidade seminal e fertilidade do garanhdo.

Palavras-chave: Garanh&o, expressao génica, taxa de prenhez e parametros seminais.

INTRODUCAO

Diferente de outras espécies de interesse zootécnico, os garanhdes sdo selecionados
pelo desempenho esportivo e sua genealogia (VARNER et al., 2008). O aspecto
reprodutivo na maioria das vezes ndo é levado em consideracdo (HARALD e OTTMAR,
2012). A biotecnologia da reproducdo se coloca como uma importante ferramenta a servigo
da equideocultura mundial, como instrumento direto do melhoramento genético. Muitas
dessas biotecnologias sdo utilizadas para aumentar a producéo de potros e contribuem com
pesquisadores e profissionais que trabalham com reproducédo equina (HINRICHS, 2013).

Em todas as espécies animais estudadas, a ativacdo do odcito envolve o aumento
da concentracdo de célcio (Ca?") intracelular (STRICKER, 1999). O debate cientifico sobre
0 mecanismo preciso de como um unico espermatozoide provoca a geracao de oscilagdes
de Ca®* para ativacdo do odcito persiste ao longo de varias décadas. Muitas teorias foram
propostas para explicar os mecanismos que desencadeiam a ativacdo do odcito durante a
fecundacdo de mamiferos (NOMIKOS et al., 2012).
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Até o momento apenas um gene derivado da célula espermatica, o que 0 gene
Fosfolipase C zeta (PLC() teve sua capacidade como ativador do o0cito comprovada
(SAUNDERS et al., 2002). Os resultados de fertilizagdo in vitro, demonstram que o gene
PLCC é responsavel pelo aumento de Ca** no momento da fecundagdo do oécito (GAT e
ORVIETO, 2017). O estudo da PLC( pode representar um método endégeno para tratar
clinicamente os casos de falha de ativacdo do odcito. A falha de ativacdo do odcito é
clinicamente tratada por métodos de ativacdo de odcitos, predominantemente por aplicacéo
de ionéforos de Ca?*, resultando em prenhez bem sucedida (NOMIKOS et at., 2017).

O gene da proteina 2 de ligacdo ao dominio WW N-terminal Like (WBP2NL), foi
apontado como um possivel ativador das oscilagdes de Ca?* durante a ativacdo do o6cito no
processo de fecundacdo (WU et al., 2007; AARABI et al.,, 2014; ESCOFFIER et al.,
2016). A correlacdo do gene WBP2NL com resultados de fertilizacdo in vitro sé foram
relatadas duas vezes (AARABI et al., 2014; TAVALAEE e NASR-ESFAHANI, 2016).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) é uma citocina com importantes funcoes
conhecidas na homeostase e na patogénese de doencas.
Em condigdes inflamatorias, maiores concentragdes de TNF-a sdao detectadas em liquido
seminal e efeitos adversos na espermatogénese foram relatados, tais como uma reducdo na
motilidade espermatica, viabilidade e parametros de movimento (LAMPIAOQ, et al., 2008).

A maioria dos MRNAs armazenados nos espermatozoides séo produzidos durante
0s estagios iniciais da espermatogénese e permanecem presentes no espermatozoide até a
fecundacdo (DADOUNE, 2009). Existem poucos trabalhos que verificaram a expresséo
génica na célula espermatica em mamiferos. O objetivo desse trabalho foi investigar a
expressdo dos genes PLC{, WPB2NL e TNF-a no espermatozoide e suas relagdes com a

qualidade e fertilidade em equinos.
MATERIAL E METODOS

Animais
Foram utilizados 40 garanhdes da raca Crioula, com idade entre 4 a 18 anos, com
peso entre 450 a 500 Kg, alimentados com concentrado e feno de alfafa diariamente, com

agua e sal mineral. Os garanhdes, dos quais foi coletado um ejaculado, eram provenientes
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de centrais de reproducdo proximas a Porto Alegre (30°S, 51°W), no estado do Rio Grande
do Sul, Brasil.

Experimento

Todos os procedimentos experimentais estdo de acordo com as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo
Comité de ética e experimentacdo animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas com
namero 2753-2018.

Taxa de Fertilidade

A fertilidade dos garanhdes utilizados foi avaliada pelo histérico reprodutivo dos
animais fornecido pelas centrais de reproducdo que alojavam os garanhdes e no nimero de
embrides recuperados/prenhez, de forma que para cada garanhdo foram consideradas 30
inseminacGes de diferentes éguas. O diagnostico de prenhez foi realizado através de
ultrassonografia transretal aos 14 dias apds inseminacao artificial e repetido aos 30 dias.
Foram consideradas as Ultimas duas estacfes reprodutivas. A taxa de prenhez variou entre
20% a 90%.

Anédlise de sémen

Para a coleta do sémen, utilizou-se uma vagina artificial modelo Hannover com
lubrificacdo e pré-aquecimento (42°C - 45°C). Imediatamente apds a coleta o ejaculado foi
filtrado, depositado em um tubo Falcon e encaminhado para o Laboratério de Reproducéo
Animal da Faculdade de Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
acondicionado em caixa térmica em temperatura ambiente, com limite maximo de
transporte de duas horas. Um ml de cada ejaculado foi reservado para as analises do sémen
fresco e o restante foi armazenado para expressdo génica. A concentracdo espermatica foi
avaliada em cédmara de Neubauer (BRITO, 2007). As avaliacGes de Motilidade Total (%)
(MT); Motilidade Progressiva (%) (MP); Motilidade Rapida (%) (MR), Motilidade Lentos
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(%) (ML), Motilidade Local (%) (MC) Velocidade de Trajeto (VAP, um/s); Velocidade
Progressiva (VSL, pm/s); Velocidade Curvilinear (VCL, upm/s); Amplitude do
Deslocamento Lateral da Cabe¢a (ALH, pm); Frequéncia de Batimentos (BCF, Hz),
Retilinearidade (STR, %) (VSL/VAP); Linearidade (LIN, %) (VSL/VCL); Velocidade
Réapida (VAP,%) foram realizadas através do sistema CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis computorizado, Tiefenbach, Alemanha, AndroVision®, Minitube).

Para a andlise da integridade fisica da membrana plasmatica, 400ul de sémen foram
incubados com 3pul de iodeto de propidio (PI) e 2ul de diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA), a 37°C por oito minutos. A amostra foi avaliada por microscopia de
epifluorescéncia, em aumento de 1000 x, sob imersdao. Um total de 100 espermatozoides
por amostra foram avaliados. Foram considerados integros aqueles espermatozoides que
apresentaram coloracdo verde (GARNER et al., 1986).

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada por meio do teste
hiposmoético. Para tanto, 200uL de agua destilada foram adicionados a 100uL de sémen
(osmolaridade: 100mOsmol kg-1). As amostras foram incubadas a 37°C por oito minutos,
posteriormente, amostras de sémen foram analisadas em microscopio de contraste de fase
em aumento de 400x. Foram avaliados 100 espermatozoides por amostra e foram
considerados integros os Espermatozoides em que houve um enrolamento da cauda
(LAGARES et al. 1998).

Para avaliacdo da patologia espermatica foi utilizado kit panoptico® (Laborclin), a
lamina com o esfregaco de sémen foi mergulhada por 10 segundos nos corantes e
imediatamente apés a secagem, a lamina foi levada ao microscopio de contraste de fase em
objetiva de imersdo (1000x) para anélise, foram contadas 100 células espermaticas de cada
amostra (CBRA, 2013).

g-PCR

O restante do ejaculado foi dividido em tubos Falcon de 15ml e centrifugado a 400
X g durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
restante no fundo do tubo Falcon foi ressuspendido em meio BPS e centrifugado

novamente, esse procedimento foi repetido trés vezes. O pellet restante apos as
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centrifugacdes foi novamente ressuspendido em dois ml de RNAlater® (Life Technologies)
em criotubo livre de RNA e armazenado em freezer a -80°C para posterior analise. No total,
foram armazenados 750x10° espermatozoides de cada garanhdo. A extracido do mRNA foi
realizada através do Kit Comercial Trizol® (Thermo Fisher Scientific), conforme
instrucdes do fabricante. A conversdo para cDNA foi realizada através de kit comercial
SuperScript 111 Reverse Transcriptase® (Thermo Fisher Scientific), conforme instrucdes do
fabricante. A verificacdo da expressdo dos genes PCL{, WBP2NL ¢ TNF-a na célula
espermatica foi realizada através da técnica de gPCR. A amplificacdo do cDNA foi
realizada por meio de primer desenhado especificamente para um amplicon (sequéncia de

interesse) utilizando o fluoréforo SYBR™

Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific).
A expressdo dos genes PCLL e WPB2NL foi analisada com iniciadores projetados
no site GenBank (GENBANK, 05/2017) e a expressdo do gene TNF-a foi analisada com
iniciadores descritos anteriormente (Riihiméki et al., 2008). A sequéncia de RNA utilizada
para desenhar os primers foi verificada através do blast suit (NCBI, 2018): PREDICTED:
Equus caballus 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase zeta-1-like
(LOC111767502), transcript variant X6, mRNA  Sequence ID: XM _023643199.1;
PREDICTED: Equus caballus WBP2 N-terminal like (WBP2NL), transcript variant X2,
MRNASequence I1D: XM_023631051.1, todos demonstraram 100% de eficiéncia. Os
primers foram obtidos através da Integrated DNA Technologies (IDT®) e as sequéncias
utilizadas estéo citadas na Tabela 1. O perfil do programa utilizado para a amplificacdo foi
95°C por 10 minutos seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos,
anelamento por 30 segundos e extensdo a 60°C por 30 segundos. A amplificacdo foi
realizada utilizando o termociclador real-time PCR Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific), sendo os dados processados pelo software integrado v2.3. Os resultados
guantitativos da gPCR foram determinados usando uma curva padrdo absoluta

(formula=10"((ct alvo CT padréo)/slope).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_023643199?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=AS42AHM3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_023631051?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=ARVGF8V3014
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Tabela 1: Sequéncias de iniciadores para qPCR.

Gene Primer (5'-3") Temperatura -
PCL{ F:5°-AAGGATGCCGTTGTCTGGAA-3’ 57°C
R:5°-CCGGGTAGTCAGAGGTAATGA-3’
WBP2NL F:5°-CTCAGTCAACGATCCCATGCT-3’ 60°C
R5’-:GTCCTTCCCAGCCACCATCTG-3’
TNFalpha For 5’-GCTCCAGACGGTGCTTGTG-3’ 57,5°C

Rev 5’-GCCGATCACCCCAAAGTG-3’

F:5’:Forward (extremidade 5'); R:3’:Reverse (extremidade 3"); "Temperatura
de anelamento utilizada.

Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software Minitab 18 com nivel de
significancia de p<0,05. A correlacdo simples de Pearson foi utilizada para verificar
relacOes entre as caracteristicas estudadas. Foram consideradas correlacdes de média e alta

intensidade as que compreendiam valores entre 0,40 a 0,60 e >0,60 respectivamente.

RESULTADOS

Os resultados das correlagcbes observadas no presente estudo, entre parametros
seminais, taxa de concepc¢ao e expressdo dos genes avaliados, estdo demostrados na Tabela
2. A expressao do gene PCL( apresentou correlagdo positiva média com a integridade fisica
e funcional da membrana plasmaética, taxa de prenhez, motilidade total, motilidade
progressiva e correlagdo negativa media com espermatozoides lentos e imdveis. A
expressdo dos genes WPB2NL e TNF-o ndo apresentou correlagdio com nenhuma das

variaveis avaliadas.

DISCUSSAO

Acreditou-se durante muito tempo que o genoma masculino fosse o Unico material
introduzido no citoplasma do odcito que detinha papel determinante no processo de

fecundacdo. A descoberta de que os espermatozoides introduzem também centriolos
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(SIMERLY et al., 1995), fatores soltveis que ativam o oocito (SAUNDERS et al., 2002), e
RNAs (OSTERMEIER et al., 2004) mudou essa percepcao.

Gene Pcll

O gene PCLC apresentou correlagdo positiva com a taxa de prenhez
(0,454/p<0,007). Essa relacdo pode ser explicada pelo mecanismo de ativacdo do odcito.
Em todas as espécies de mamiferos estudadas até agora, os resultados de fertilizacdo in
vitro demonstram que o gene PLC( ¢é responsavel pelo aumento de Ca*? no momento da
fecundacdo do odcito, sendo o gatilho para divisdo celular meidtica, dando origem ao
embrido (SYLVIA, et al.., 2012), pois no momento da fecundacdo o espermatozoide é
responsavel por desencadear uma série de oscilagdes de Ca*? intracelular. Em odcitos de
mamiferos, 0 aumento inicial de Ca™ é seguido de oscilacdes da concentragdo do mesmo,
que sdo desencadeadas por um fator solGvel introduzido no ooplasma na fusdo do
espermatozide com o o6cito (DALE et al., 1985). Essas oscilagfes sdo necessarias para
ativacdo de odcitos e desenvolvimento embrionario (GRADIL et al.., 2006). No equino, 0
gene € expresso sob a cabeca do espermatozoide e na regido da cauda (SYLVIA, et al..,
2012).

Para 0 mecanismo de liberacdo do Ca™ no odcito acredita-se que a ligagdo do
espermatozoide a membrana plasmatica ative os receptores de proteinas G (sitios de ligacéo
do GTP), os quais promovem ativagdo da cascata de fosfoinositideos. A PLC( ja foi
encontrada em estrato espermatico solivel de camundongo, humano, suino, felinos e
equinos (SAUNDERS et al., 2002; KUROKAWA et al., 2005; VILLAVERDE 2010;
SYLVIA etal.., 2012).

Dada a evidéncia que implica PLCE como agente endogeno da ativagao de odcitos,
parece plausivel que certos tipos de infertilidade masculina ocorram por um defeito na
fun¢do PLCL. Um estudo recente demonstrou que os espermatozoides de varios homens
que ndo possuem PLC{ ndo conseguem ativar os oocitos (YOON et al., 2008).

Nos seres humanos, o fator de infertilidade masculina associado a incapacidade de
expressar a proteina PLC( corresponde de 35% a 40% de todos os casos encaminhados para

clinicas de fertilidade. Esses homens produzem sémen "normal”, embora, aparentemente,
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sejam incapazes de induzir a ativacdo do oocito apds a fertilizacdo (WALAA et al., 2012).
Um estudo de associacdo gendmica ampla para valores genéticos estimados do componente
paternal de 228 garanhdes Hanoverianos (genotipados usando o Equine SNP50 Beadchip)
relacionado com a taxa de prenhez por ciclo estral das fémeas, identificou os polimorfismos
ndo codificantes dentro do gene PLC({ como responsaveis pela fertilidade do garanhdo
(SCHRIMPF et al., 2014). Seis garanhdes subférteis com taxas de éguas prenhez inferiores
a 30% foram estudados, € o sémen destes expressaram quantidades inferiores de PLC(
guando comparado com garanhdes controle (SYLVIA, et al.., 2012). No momento, pouco
se sabe sobre a potencial ligacdo entre a deficiéncia de PLCC e a subfertilidade ou
infertilidade no garanhdo, embora a diminui¢do dos niveis de expressao de PLC( tenha sido
previamente relatada em sémen de garanhdes inférteis (GRADIL, et al.., 2006).

Observou-se correlagdo positiva da expressdo de PLC( com a MT (0,486/p<0,014),
MP (0,413/<0,008) e correlacdo negativa com ML (-0,427/p<0,008) e espermatozoides
imoveis (-0,404/p<0,009), corroborando com achados anteriores onde a MT apresentou
correlagdo positiva com a fertilidade em garanhdes (LOVE, 2001). Algumas pesquisas
demonstraram correlacdo positiva entre a fecundacdo in vitro e MP de espermatozoides
bovinos (KATHIRAVAN et al., 2008) e correlacdo positiva entre a taxa de fertilidade de
dromedarios e MP e LIN (AL-QARAWI et al., 2002). Também foram observados efeitos
positivos da MP sobre a taxa de paricdo de porcas e da MT sobre o nimero de leitGes
paridos (BROEKHUIJSE et al., 2012). Outro estudo em humanos relacionou a expressao
de PLCC com o efeito da selecdo de espermatozoides moveis demonstrando que uma
porcentagem maior dos mesmos era desprovida de PLC{ quando nenhuma sele¢do de
espermatozoides moveis foi realizada (HEINDRYCK et al., 2012). O gene da PLC(
também foi associado a qualidade espermatica em suinos sendo que 0s animais que
apresentaram melhores pardmetros esperméticos apresentaram maior expressdo da PLC( no
espermatozoide (KAEWMALA et al., 2012).

A expressdo génica do PCLL demonstrou correlacdo com integridade funcional da
membrana plasmatica (0,449/p<0,004) e integridade fisica da membrana plasmatica
(0,438/p<0,014). A membrana plasmadtica do espermatozoide exerce um importante papel
na sobrevivéncia e nas fungdes da célula, incluindo o estabelecimento de gradientes

16nicos, facilitando a entrada de moléculas de maior dimensao e regulando varios eventos
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de sinalizacao celular. Por este motivo, a integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide ¢ indispensavel para que ocorra a fecundacdo do oocito (HAMAMAH et
al., 1990).

Verificou-se uma correlacdo moderada entre funcionalidade de membrana e a
expressao de RNAm para o PCL{. O HOST tem por principio avaliar a integridade
funcional da membrana bioldgica (transporte seletivo de moléculas), que apenas ocorre de
maneira eficiente em células com membrana plasmatica integra (JEYENDRAN et al.,
1984). A integridade funcional da membrana espermatica é fundamental no processo de
fecundacdo, esta ndo podera ocorrer caso as membranas estejam bioquimicamente inativas,
mesmo que estejam estruturalmente intactas (CORREA e ZAVOS, 1994).

Gene WBP2NL

O gene WBP2NL foi proposto como uma via alternativa ou complementar para a
ativacdo de odcitos com base em achados que demonstraram a ocorréncia de oscilacdes de
Ca®* induzidas pela proteina de ligac&o recombinante PAWP comparaveis as da fecundagéo
(AARABI et al.,, 2014). A PAWP, expressa pelo gene WBP2NL, é uma proteina
espermatica especifica encontrada na regido pés-acrossomal da matriz perinuclear, que esta
subjacente a membrana plasmatica na cabeca do espermatozoide (WU et al., 2007). No
entanto, a expressdao de WBP2NL ndo foi descrita anteriormente em espermatozoides de
garanhfes. Em nosso estudo observou-se correlacdo da expressdo deste gene com
parametros seminais e taxa de prenhez. Corroborando com estudos em seres humanos e em
ratos descreveram a falta de correlacdo entre expressdo génica e fertilidade, pois nao
observaram nenhuma correlacdo entre a expressdo deste gene e a qualidade do sémen
(FREOUR et al., 2017).

Em ratos, a proteina PAWP néo conseguiu clivar o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
in vitro e ndo causou nenhuma liberagdo de Ca?* detectavel em odcitos. Entretando, apesar
de ndo ser observada a inducéo de Ca®" intracelular para ativacdo dos odcitos, os valores
expressos de PAWP foram semelhantes aos expressos de PLC{ em roedores. Estes dados

sugerem que a proteina, derivada de espermatozoide, ndo estd envolvida no
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desencadeamento das oscilaces de Ca®** na fertilizacdo de odcitos em mamiferos
(NOMIKOS et al., 2014).

Dois estudos apontam o WBP2NL como possivel biomarcador de fertilidade, ndo
corroborando com o presente estudo. No primeiro estudo, os autores observaram correlacéo
possitivasignificativa entre 0 sémen e a expressdao de WBP2NL, niveis de proteina PAWP e
taxa de fecundacgdo apo6s a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (AARABI
et al., 2014). No segundo estudo, avaliando WBP2NL/PAWP, indicaram que os perfis de
expressao génica eram baixos em individuos com globozoospermaticos e a ICSI combinada
com a ativacdo artificial de oocitos aumentou a taxa de fecundacdo nesses pacientes
(TAVALAEE e NASR-ESFAHANI 2016).

Gene TNF-a

No presente estudo ndo observou-se correlacdo da expressédo do gene TNF-a com
qualidade seminal e fertilidade em garanhdes. Esta auséncia de correlacdo pode ter ligacéo
com a categoria de garanhdes utilizada, pois as citocinas estdo relacionadas a processos
inflamatdrios e todos os garanhd@es utilizados no experimento apresentavam-se higidos, sem
nenhuma alteracdo clinica. O TNF-a é uma proteina transmembrana tipo 2 com uma
terminacdo amino intracelular, possui potencial de sinalizacdo tanto como uma proteina
integrada a membrana, ou como uma citocina soltvel liberada apds clivagem proteolitica.
As citocinas sdo um grupo de proteinas de baixo peso molecular que atuam na
intercomunicagéo celular (HAMBLIN, 1993). As citocinas sdo liberadas em decorréncia de
diferentes estimulos e interagem com o0s seus receptores regulando a funcdo celular
(ABBAS et al., 1998), além de estarem intimamente relacionadas ao processo inflamatério
(CARSWELL et al., 1975).

Um estudo realizado com TNF-a descreveu uma reducéo significativa na motilidade
progressiva quando esta citocina aparecia em concentracfes seminais mais elevadas de
maneira dependente da dose e do tempo. Este resultado indica que TNF-a tém efeito sobre
a funcdo espermatica. Este efeito é possivelmente mediado através de um aumento na
producdo de éxido nitrico (PERDICHIZZ]I et al., 2007).
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Citocinas, especialmente o fator de necrose TNF-a, estio presentes no
espermatozoide humano, mas seus efeitos sobre a qualidade do sémen nesta espécie sdo
uma questdo em debate. Infliximab e adalimumab sdo agentes bioldgicos da classe anti-
TNF-0 que demonstraram eficacia em inducdo e manutencdo da remissao para pacientes
com doenca intestinal cronica. Estudos realizados em homens tratados com infliximab e
adalimumab mostraram reducdo na motilidade espermatica e morfologia alterada (VALER
etal., 2017).

As infeccbes do trato genital masculino e as condi¢bes ndo inflamatorias
especificas podem estar associadas a infertilidade inexplicada. Estudos mostraram a
presenca de citocinas como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interferon-c (IFN-c) no
sémen de homens inférteis (ESTRADA et al., 2007). As infeccGes e as condigdes
inflamatdrias das glandulas sexuais acessorias masculinas (por exemplo: orquite,
epididimite e prostatite) representam causas conhecidas de infertilidade. A
leucocitospermia observada nestes pacientes resulta em baixa qualidade do sémen e na
faléncia da fertilizacdo in vitro e pode ser responsavel pela producdo local e/ou seminal de
varias citocinas que podem reduzir a capacidade de penetracdo de o6citos, afetando assim a
fertilidade masculina (KRAUSE et al., 2003).

CONCLUSAO

Dentre os fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a qualidade seminal
assume um efeito consideravel. No entanto, os testes laboratoriais de rotina, aplicados na
avaliacdo da qualidade do sémen, por muitas vezes ndo sdo capazes de determinar o
potencial de fertilidade dos reprodutores. Desta forma, diversos estudos sugerem que
componentes moleculares dos espermatozoides, ou do meio que 0s cercam, podem
influenciar sua capacidade fecundante.

Conclui-se que a expressdao do gene PCLC no espermatozoide equino pode ser
utilizada como um marcador para a qualidade seminal e fertilidade do garanh&o. Este
estudo demonstrou que a expresséo génica de WBP2NL e TNF-a ndo deve ser utilizada
como marcador de qualidade seminal e fertilidade em garanhdes, pois ndo foi encontrada

nenhuma correlacdo com parametros avaliados.
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Tabela 2: Coeficiente de correlagdo simples de Pearson entre parametros seminais, taxa de
prenhez e expressdo dos genes PCL{, WPB2NL e TNF-a de garanhdes da raga Crioula.

Concentragao Teste Teste de Defeitos Defeitos Taxa de Motilidade Motilidade Motilidade Motilidade
Espermatica Hiposmotico Fluorescencia Maiores Menores Prenhez Total Progressiva Circular Réapida
Teste -0,049
Hiposmotico B - - - - - - - -
Teste de -0,130 0,933*
Fluorescencia B B B B B B B B
Defeitos 0,011 -0,475* -0,403*
Maiores B B B B B B B
Defeitos 0,554* 0,023 -0,087 0,062
Menores B B B B B B
Taxa de -0,128 0,796* 0,810* -0,396 -0,079
Prenhez B B B B B
Motilidade -0,128 0,937* 0,959* -0,427* -0,097 0,829*
Total B B B B
Motilidade -0,164 0,775* 0,794 -0,336 -0,087 0,694* 0,824*
Progressiva B B B
Motilidade 0,164 0,503* 0,415* -0,248 0,210 0,448* 0,506* 0,404*
Circular B B
Motilidade -0,166 0,465* 0,539* -0,152 -0,011 0,429* 0,601* 0,770* 0,556*
Répida
Motilidade -0,056 0,713* 0,707* -0,341 -0,116 0,600* 0,668* 0,807* 0,132 0,287
Lentos
Motilidade -0,019 0,102 0,032 -0,146 -0,031 0,072 0,133 -0,278 0,188 -0,289
Local
Iméveis -0,083 -0,630* 0,614 0,400*  -0,161  -0551*  -0.654*  _pEog*  -0428* -0551*
VCL 0,059 0,600* 0,566* -0,220 0,170 0,490  0,589* (0 4g0* 0,315 0,271
VSL 0,088 0,649* 0,589* -0,256 0,248 0,456* 0,610* 0,538* 0,371 0,347
* *
VAP 0,098 0,634 0,579 -0,257 0221 0467  0604* 0525 0364 0,328
Linearidade -0,174 0,270 0,219 -0,245 -0,051 0,153 0,232 0,245 0,069 0,110
BCF -0,154 0,428* 0,516* -0,180 -0,052 0,446* 0,565* 0,620* 0,276 0,557*
ALH 0,166 0,079 -0,042 0,055 0,289 -0,041 -0,050 0,044 0,220 0,008
PCLE 0,204 0,449* 0,484* -0,208 0,254 0,454* 0,486* 0,413* 0,101 0,196
TNF-a 0,106 -0,043 -0,093 -0,228 -0,046 -0,050 -0,027 0,155 0,026 0,127
WPB2NL -0,124 -0,117 -0,083 0,095 0,017 0,023 -0,071 -0,010 -0,136 0,009

Indica diferenca estatistica (P < 0,05).
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Tabela 2: Coeficiente de correlagdo simples de Pearson entre parametros seminais, taxa de

prenhez e expressdo dos genes PCL{, WPB2NL e TNF-a de garanhdes da raga Crioula.

Mﬁggfoasde Molfgici?de Iméveis VCL VSL VAP Li”fji”da BCF ALH PCL{ TNF-a
Iméveis -0,529* 0,151 - - - - - - - - -
veL 0,469* 0066  -0,238 _ _ _ _ _ _ _ _
VsL 0496 0033  -0,306  0,956* _ _ _ _ _ _ _
VAP 0490 0039  -0289  0978*  0,991* _ _ _ _ _ _
Linearida 9227 0125 0124 003 0190 0,125 _ _ _ _ _
BCF 0458*  -0084  -0,387 0,327 0,270 0287  -0,038 _ _ _ _

ALH -0,065  -0,064 0,190 0328 0,399 0,393 0133  -0,197 _ _

PCL  -0427*  -0,063  -0,405* 0,078 0,147 0,137 0,205 0257  -0,086 _ _
TNFo 0055  -0,163  -0,018  -0,158  -0,142  -0,148 0,090 0092  -0235 0,080 _

WPB2NL 0065  -0062 0,098 0,101 0,038 0081  -0143 0166  -0073  -0,067  -0,080

*Indica diferenga estatistica (P < 0,05).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As interseccBes entre a reproducdo e a genomica sdo numerosas. Ao
selecionar reprodutores, além do objetivo de produzir prole com caracteristicas
desejaveis, outros fatores genéticos podem contribuir para problemas
reprodutivos.

Este estudo demonstrou que a expressao génica do WBP2NL, ndo deve ser
utilizada como marcador de qualidade seminal e fertilidade em garanhdes, pois
nao observou-se nenhuma correlacdo positiva com parametros avaliados, o que
corrobora com trabalhos realizados em humanos.

N&o observou-se correlacdo da expressao do gene TNF-a com qualidade
seminal e fertilidade em garanhdes. Esta auséncia de correlacdo pode ter relacéo
com a categoria de garanhdes utilizada, pois as citocinas estdo relacionadas a
processos inflamatérios e todos os garanhfes utilizados no experimento
apresentavam-se higidos.

Conclui-se que a expressao do gene PCLC no espermatozoide equino pode
ser utilizada como um marcador para a qualidade seminal e fertilidade do
garanhdo. Pois esta analise conseguiu distinguir grupos de fertilidades distintas e

no futuro esta avaliacdo pode ser introduzida na rotina laboratorial.
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