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Expressao de marcadores de qualidade seminal
e fertilidade de garanhoées da raca Crioula

Expression of Markers of Semen Quality and Fertility in Stallions of the Crioulo Breed

Isabela Trevisan Roese(’, Verdnica La Cruz Bueno ', Henrique Boll de Araujo Bastos’,
Rodrigo Costa Mattos ' & Sandra Fiala Rechsteiner '

ABSTRACT

Background: Mammalian spermatozoa contain a complex RNA population able to regulate spermatogenesis and play
a role in the fertilization process. However, little is known about genetic factors and their role in fertility. Discovering
novel molecular markers is necessary because semen quality parameters and routine exams still fail at detecting cases of
subfertility. The objective of this study was to assess the relationship between the expression of the genes SPAI7, TNF
and TIMP?2 by spermatozoa and semen quality, fertility, and motility parameters of sperm cells after thawing in stallions
of the Crioulo breed.

Materials, Methods & Results: Analysis were performed on ejaculates from 40 stallions whose fertility was evaluated
by checking their reproductive history, considering 30 inseminations for each animal. One mL of each ejaculate was
reserved for fresh semen analysis, and the remaining volume was split into 2 samples; 1 of these samples was stored for
gene expression analysis, and the other was cryopreserved. Sperm cell motility was analyzed using the computer-assisted
semen analysis system. Sperm pathology analyses, hypoosmotic tests, and fluorescence tests were also performed. For
gene expression analysis, mMRNA was extracted for quantitation of expression of genes of interest by quantitative real-
time polymerase chain reaction (qQPCR). The results from qPCR assays were determined using an absolute standard curve
[formula=10”(target ct - standard CT)/slope]. Statistical analysis was performed using Pearson correlation. Expression of
SPA17 was positively correlated with functional integrity of the plasma membrane (r = 0.602; P = 0.004), structural integ-
rity of the plasma membrane (r = 0.590; P = 0.004), conception rate (r = 0.454; P = 0,007), and total motility (r = 0.522;
P =0.001); it was negatively correlated with immobile sperm cells (r = -0.558; P = 0.006), and sperm cells with major
defects (r =0.4907; P =0.012). Expression of TNF in sperm cells thawed after cryopreservation was positively correlated
with curvilinear velocity (VCL) [r = 0.5147; P = 0.02], straight-line velocity (VSL) [r = 0.4714; P = 0.03], and average
path velocity (VAP) [r = 0.4907; P = 0.02]. A positive correlation between TIMP2 expression and beat-cross frequency
(BCF) was found [r = 0.408; P = 0.02].

Discussion: The positive correlations between SPA/7 expression and the parameters total motility and conception rate
may be related to the previously reported interaction of SPA /7 with the zona pellucida, which facilitates penetration of the
sperm cell into the oocyte. The positive correlations between expression of SPA17 and the parameters structural integrity of
the plasma membrane and functionality of the plasma membrane are connected to characteristics important for viability of
the sperm cell at the moment of conception, such as avoiding thermal shock and maintaining fluidity of the plasma mem-
brane. Expression of TNF was positively correlated with sperm cell velocities after cryopreservation. TNF exerts a series
of biological activities in different cell types. TNF regulates energy metabolism, especially in lipid homeostasis; it can be
involved with plasma membrane phospholipid metabolism and reduce damage to the sperm cell during the cryopreserva-
tion process. We conclude that expression of SPA/7 in equine sperm cells can be used as a biomarker for semen quality
and fertility of stallions, while expression of TIMP2 can be used as a biomarker for beat-cross frequency. Expression of
TNF was associated with better sperm cell survival rates after the cryopreservation process.
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INTRODUCAO

A fertilidade do garanhio € de extrema impor-
tancia para a inddstria do cavalo [30]. Os garanhdes
sdo selecionados para reprodug@o com base no seu
pedigree, habilidades atléticas e caracteristicas fenoti-
picas [9]. O potencial de fertilidade ¢ deixado de lado
na maioria das vezes [23].

Os parametros seminais e exames de rotina
falham em detectar casos de subfertilidade ou inferti-
lidade em garanhdes [9]. Muito pouco se sabe sobre
os fatores genéticos e seu papel na regulacdo da ferti-
lidade. Espermatozoides de mamiferos possuem uma
complexa populacdo de RNAs, capazes de regular a
espermatogénese, desempenhar papel na fecundagdo
e no desenvolvimento embrionario inicial [2]. Desco-
bertas em humanos revelaram que os espermatozoides
conttm mRNAs que refletem a expressido do gene
durante a espermatogénese [25].

O gene Proteina Auto Antigénica do Esperma-
tozoide (SPA17) parece influenciar a ligagcdo da zona
pelicida com o espermatozoide [29]. O gene Fator de
Necrose Tumoral- a (TNF-o) é multifuncional e exerce
uma série de acdes em diferentes células, tecidos e
espécies [8]. Ja o gene Inibidor Tecidual da Metalo-
proteinase 2 (TIMP-2) est4 presente no plasma seminal
e foi associado a alta fertilidade [18].

O objetivo do estudo foi avaliar a relacdo entre
a expressdo génica de SPAI7, TNF-a e TIMP-2 no
espermatozoide com a qualidade seminal, fertilidade
e pardmetros cinéticos da célula espermatica pds-
-descongelamento em garanhdes da raca Crioula.

MATERIAIS 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 dia-
riamente, com 4agua e sal mineral. Os garanhdes, dos
quais foi coletado 1 ejaculado, eram provenientes de
centrais de reproducao proximas a Porto Alegre (30°S,
51°W), no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Taxa de fertilidade

A fertilidade dos garanhdes utilizados foi ava-
liada pelo histérico reprodutivo dos animais fornecido
pelas centrais de reproducido que alojavam os gara-
nhoes, sendo que para cada garanhao foram considera-
das 30 inseminacdes de diferentes éguas. O diagndstico

de prenhez foi realizado através de ultrassonografia
transretal aos 14 dias apds inseminagao artificial. Fo-
ram consideradas as tltimas 2 estagdes reprodutivas,
e a taxa de prenhez variou entre 20% a 95%.

Andlise de sémen

Para a coleta do sémen, utilizou-se uma
vagina artificial modelo Hannover com lubrificacdo
e pré-aquecimento (42°C - 45°C). Imediatamente
apods a coleta o ejaculado foi filtrado, depositado
em um tubo codnico de 45 mL e encaminhado para o
Laboratério de Reprodugdo Animal da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, acondicionado em caixa térmica em tempe-
ratura ambiente, com limite maximo de transporte
de 2 h, evitando danos a célula espermdtica. Um mL
de cada ejaculado foi reservado para as andlises do
sémen fresco e o restante foi separado em 2 partes,
uma parte armazenada para avaliacdo da expressdo
génica e a outra parte criopreservada. A concentra-
cdo espermdtica foi avaliada por meio de cAmara de
Neubauer [3]. As avaliagdes de Motilidade Total (%)
[MT], Motilidade Progressiva (%) [MP], Motilidade
Répida (%) [MR], Motilidade Lenta (%) [ML], Moti-
lidade Local (%) [MC], Iméveis (%) [IM]; Velocidade
de Trajeto (VAP, um/s), Velocidade em Linha Reta
(VSL, um/s), Velocidade Curvilinear (VCL, pm/s),
Linearidade (LIN, um/s), Frequéncia de Batimento
do Flagelo (BCF, um/s), Deslocamento Lateral da
Cabeca (ALH, um/s), foram realizadas através do
sistema de andlise de sémen computadorizado'.

Para a andlise da integridade fisica da mem-
brana plasmatica, 400 pL. de sémen foram incubados
com 3 pL de iodeto de propidio (PI) e 2 uL de diacetato
de carboxifluoresceina (CFDA), a 37°C por 8 min. A
amostra foi avaliada por microscopia de epifluores-
céncia, em aumento de 1000x, sob imersdao. Um total
de 100 espermatozoides por amostra foram avaliados.
Foram considerados integros aqueles espermatozoides
que apresentaram coloracio verde [13].

A integridade funcional da membrana plasma-
tica foi avaliada por meio do teste hiposmético. Para
tanto, 200 uL. de dgua destilada foram adicionados a
100 pL de sémen (osmolaridade: 100 mOsmol kg™!).
As amostras foram incubadas a 37°C por 8 min, pos-
teriormente, amostras de sémen foram analisadas em
microscopio de contraste de fase em aumento de 400
x. Foram avaliados 100 espermatozoides por amostra
e foram considerados com a membrana funcional os
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espermatozoides em que houve um enrolamento da
cauda [20].

Para avaliac@o da patologia espermadtica foi uti-
lizado kit panético?, a lamina com o esfregaco de sémen
foi mergulhada por 10 s nos corantes e imediatamente
apos a secagem, a lamina foi levada ao microscopio
em objetiva de imersdo (1000 x) para anélise, foram
contadas 100 células espermaticas de cada amostra [6].

Criopreservagdo e descongelamento

As amostras foram centrifugadas a 600 g por 10
min, foi retirado o sobrenadante e o pellet ressuspendi-
do com diluente comercial préprio para congelamento
BotuCrio® previamente aquecido a 37°C até a concen-
tracao de 200 x 10° de espermatozoides por mL, apés
foram envasadas em palhetas de 0,5 mL e lacradas com
alcool polivinilico. A primeira etapa do congelamento
foi realizada em refrigerador comercial, as palhetas
foram dispostas horizontalmente a 5°C durante 20
min. Logo apés, as palhetas foram acondicionadas
horizontalmente em estante especifica a 6 cm acima
do nivel de nitrogénio liquido em caixa de isopor para
congelamento no vapor de nitrogénio durante 20 min.
Sendo finalmente imersas em nitrogénio liquido [28].
Para fins de avaliagdo as amostras de sémen foram
descongeladas em banho-maria a 37°C durante 30 s. O
s€men descongelado foi submetido aos mesmos méto-
dos de avaliacdo do sémen fresco. As amostras foram
descongeladas 60 dias ap0s a criopreservagao.

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores para qPCR.

Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real (qPCR)

O restante do ejaculado foi dividido em tu-
bos Falcon de 15 mL e centrifugado a 400 g durante
10 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” restante no fundo do tubo
Falcon foi ressuspendido em meio BPS e centrifu-
gado novamente, esse procedimento foi repetido 3
vezes. O pellet restante apds as centrifugagdes foi
novamente ressuspendido em 2 mL de RNAlater*
em criotubo livre de RNA e armazenado em freezer
a -80°C para posterior anélise. No total, foram arma-
zenados 750x10° espermatozoides de cada garanhao.
A extracdo do mRNA foi realizada através do Kit
Comercial Trizol*, conforme instrugdes do fabricante.
A conversdo para cDNA foi realizada através de kit
comercial SuperScript III Reverse Transcriptase®,
conforme instru¢des do fabricante. A verificacdo
da expressdo dos genes TIMP-2, SPA17 e TNF-o na
célula espermdtica foi realizada através da técnica
de qPCR. A amplificagdo do cDNA foi realizada por
meio de primers especificos para equinos e estdo lista-
dos na Tabela 1. Para reacao foi utilizado o fluor6foro
SYBR Green Master Mix*.

Os resultados quantitativos da qPCR foram
determinados usando uma curva padrido absoluta
[férmula=10~(ct alvo - CT padrdo)/slope]. Para andlise
estatistica foi utilizado correlagdo de Pearson.

Gene Primer (5'-3") Temperatura” Referéncias
F: 5’-GGTGGACTCTGGGAACGACA-3’
TIMP-2 53°C 1
R: 3’-CGAGGAGGGAGCCGTGTAGA-5’
For 5°-GCTCCAGACGGTGCTTGTG-3’
TNF-a 57,5°C 2
-GCCGATCACCCCAAAGTG-3’
For 5° -TCCAAGGAGATGTCGATTCC
SPAI7 58°C 3

Rev 5" -GTTGCTCCCTCAGAATCTCG

F:5°:Forward (extremidade 5°); R:3’:Reverse (extremidade 3”); “Temperatura de anelamento

utilizada.
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RESULTADOS

Foi encontrada correlagcdo positiva do gene
SPA17 com integridade funcional da membrana plas-
matica (r = 0,602/ P = 0,004), integridade estrutural
da membrana plasmatica (0,590/ P = 0,004), taxa de
concepcdo (r = 0,454/ P =0,007), MT (r =0,522/ P =
0,00), e correlagdo negativa com espermatozoides IM
(r=-0,558/ P =0,006) e espermatozoides com defeitos
maiores (r=0,4601/ P = 0,012). A Tabela 2 apresenta

a correlacdo do gene SPAI7 com qualidade seminal e
fertilidade. Foi encontrada correlacio positiva do gene
TNF-o no espermatozoide pds-congelamento com
VCL (r=0,5147/ P=0,02), VSL (r=0,4714/ P=0,03)
e VAP (r =0,4907/ P = 0,02). A Tabela 3 apresenta a
correlacgdo positiva do gene TNF-a com velocidades do
espermatozoide ap6s o descongelamento. Também foi
encontrada correlacdo positiva do gene TIMP-2 com
BCF (r=0,408/ P =0,02).

Tabela 2. Correlacio do gene SPAI7 com qualidade seminal e fertilidade do garanhdo.

Integridade Integridade Taxa de Motilidade SPTZ SPTZ
funcional estrutural concepgao total iméveis defeito maiores
Valor de r 0,602 0,590 0,454 0,522 -0,558 -0,460
Valor de P P =0,004 P =0,004 P =0,007 P =0,00 P =0,006 P=0,012

Tabela 3. Correlagdo positiva do gene TNF-o com velocidades do espermatozoide apds o descongelamento.

Velocidade curvilinea (VCL)

Velocidade linear progressiva (VSL)

Velocidade média da trajetéria (VAP)

Valor de r 0,514

Valor de P P=0,02

0,471 0,490

P=0,03 P=0,02

DISCUSSAO

Virios estudos estdo sendo conduzidos para
melhor entender as origens da infertilidade no gara-
nhdo. Diferentes abordagens transcriptdmicas podem
ser utilizadas para desvendar o papel dos genes asso-
ciadas as fungdes vitais dos espermatozoides, como
motilidade, capacitacdo e ligagdo do espermatozoide
com a zona pelicida, fundamentais para a fecundagao.
Neste trabalho, selecionamos os genes SPA17, TNF-o.e
TIMP-2 para avaliar sua utilizacdo como biomarcado-
res para a qualidade seminal e fertilidade do garanhio.

O gene SPA 17 codifica uma proteina de ligacao
amanose, acredita-se que ela esteja envolvida na regu-
lacdo da maturacio espermadtica, capacitacao, reacio
acrossomal e interacdes com a zona pelicida do odcito
durante o processo de fecundacio [7]. Em nosso estudo
observamos correlacio positivade SPAI7 comaMT e
correlag@o negativa com IM. A localizacdo de SPAI7
na peca principal do espermatozoide parece ser impor-

tante para a sinalizacdo e motilidade celular, uma vez
que esta proteina pode regular a atividade da proteina
de ancoragem da proteina quinase A (AKAP) [5,7].
No testiculo humano, sugere-se que SPA/7
desempenhe um papel no processo de diferenciacio
celular devido a sua expressdo nos diferentes estiagios
de maturacdo, como nos espermatocitos, espermadtides
e espermatozoides [15]. Demonstrou-se que os esper-
matozoides expressavam a proteina SPA/7 ao longo da
peca principal do flagelo, especificamente na bainha
fibrosa (FS), sendo SPA 17 considerada como uma nova
proteina FS, estando presente de forma continua na
cauda do esperma desde os espermatozoides ejaculados
até a fase de ligacdo deste com a zona peldcida [7].
Outros estudos também identificaram no citoplasma da
cabeca e em todas as regides da cauda, sendo a maior
expressao observada na cauda do espermatozoide, prin-
cipalmente na peca principal [17,21]. Em nosso estudo
o gene SPAI7 apresentou correlacdo positiva com a
taxa de concepg¢do (r = 0,454/ P = 0,007), o que pode
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ser explicado devido sua capacidade de interagir com
a zona pelicida no momento fecundacao, facilitando
a penetracao do odcito pelo espermatozoide.

Sugere-se que a baixa expressdo de SPAI7
pode afetar a capacitacdo espermadtica e a ligacdo
espermatozoide-odcito em pacientes inférteis nor-
mozoospérmicos, indicando uma reagdo acrossomica
comprometida [26]. Esses achados estdo de acordo
com nosso estudo, pois SPAI7 apresentou correlagdo
negativa com espermatozoides com defeitos morfol6-
gicos maiores (r = - 0,4601/ P = 0,012).

No presente estudo, a expressao do gene SPAI7
também demonstrou correlacio positiva com integri-
dade estrutural (r= 0,590/ P = 0,004) e funcionalidade
(r =0,602/ P = 0,004) da membrana plasmadtica, que
sdo caracteristicas fundamentais para que a célula
espermatica esteja vidvel no momento da fecundagao,
evitando o choque térmico e mantendo a fluidez da
membrana plasmaética [4].

Estudos mostraram que a proteina SPA 7 pode
servir como biomarcador ndo invasivo associada ao
processo de fecundacdo dos espermatozoides, visto
que ela foi menos expressa em homens normozooes-
pérmicos inférteis quando comparados com homens
normozooespérmicos férteis [26].

O TNF-o esté principalmente envolvido na re-
gulacdo da proliferacio celular e apoptose; além disso,
possui propriedades pré-inflamatérias [27]. No testicu-
lo, 0 TNF-a € secretado pelas células germinativas e €
considerado um dos fatores paracrinos testiculares que,
junto com os hormonios do eixo hipotdlamo-hipéfise-
-testicular, regula a espermatogénese [10].

Nossos achados mostram que uma maior quan-
tidade de RNAm para TNF-o. foi correlacionada com a
maior cinética espermatica apos criopreservagao, sendo
a acdo do TNF-a positiva no processo de criopreserva-
c¢do. No presente estudo foi encontrada correlacdo positi-
vado gene TNF-o no espermatozoide pds-congelamento
com VCL (r=0,5147/ P=0,02), VSL (r=0,4714/ P =
0,03) e VAP (r = 10,4907/ P = 0,02).

A criopreservacgdo provoca danos irreversiveis
na membrana plasmatica, e a estrutura da membra-
na plasmadtica é muito importante sob a perspectiva
do choque térmico [11]. A exposi¢cdo das células
espermaticas a temperatura abaixo das fisioldgicas,
mesmo antes de ocorrer o congelamento, € responsa-
vel por mudancgas na organizagdo bidimensional dos
lipideos de membrana e também por alteracdes das

propriedades de enzimas encontradas na membrana,
diminuindo a longevidade dos espermatozoides apds
adescongelagdo, através do adiantamento da capacita-
¢do espermatica [16]. Também ocorrem danos durante
o processo de descongelamento da célula, uma vez
que a membrana € submetida a rearranjos estruturais
envolvendo lipidios e proteinas, e a passagem rdpida
de dgua para o interior da célula pode causar o seu
rompimento [16]. Sua integridade é fundamental para
que a célula espermadtica esteja vidvel no momento da
fecundaciao evitando o choque térmico e mantendo a
fluidez da membrana plasmatica [4].

O TNF-o0 é multifuncional e exerce uma série
de agdes bioldgicas em diferentes células, tecidos,
orgdos e espécies e demonstrou regular e interferir no
metabolismo energético, especialmente na homeostase
lipidica [8]. Por isso sugerimos que pode estar envolvi-
do no metabolismo dos fosfolipidios da membrana, di-
minuindo danos durante o processo de criopreservacao.
A expressdo génica do TNF-o demonstrou correlagio
moderada com a cinética espermatica (VCL, VSL e
VAP), podendo ser utilizada como um possivel marca-
dor para velocidade espermética apds a criopreservagao
no espermatozoide equino.

A TIMP-2 j4 foi identificada no s€émen, testicu-
los e glandulas anexas de humanos, bovinos, equinos,
carneiros, caninos, ratos e hamsters [1,12,18,19,22,24].
A TIMP-2 foi identificada ligada as membranas esper-
maticas e foi sugerida como tendo um papel na fertili-
dade de touros [22]. Foi demonstrado seu envolvimento
na interacdo e remodelacdo da matriz extracelular no
momento da interacdo dos espermatozoides com as
c€lulas do cumulus, zona pelticida e membrana oocité-
ria [22]. Vale ressaltar que a TIMP-2 inibe a atividade
da metaloproteinase no esperma até a fecundacao e
reserva as funcdes da metaloproteinase necessarias
para a interacdo espermatozoide-odcito e uma reacao
acrossomica [19]. O gene TIMP-2 foi identificado no
plasma seminal de garanhdes, mostrando correlacio
com a fertilidade, visto que as melhores taxas de
sobrevivéncia espermdtica durante o armazenamento
resfriado na presenca de plasma seminal foram asso-
ciadas com uma maior abundancia de TIMP-2. Assim,
supde-se que menos danos ao DNA do espermatozoide
durante ao armazenamento estejam associados a niveis
mais elevados de TIMP-2 [18].

Estudos mostraram que o RNAm presente no es-
permatozoide para proteina 7IMP-2 foi mais abundante
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em touros de alta fertilidade em comparac¢do com touros
de média e baixa fertilidade, e que a proteina TIMP-2 lo-
calizou-se principalmente na cauda do esperma [19,32].
Em nosso estudo encontramos correlacio positiva entre
a expressao de TIMP-2 com o BCF. Sabe-se que BCF
juntamente com ALH e VCL sdo pardmetros indicati-
vos do vigor espermético [14]. Amostras com elevados
valores de BCF e tém revelado correlagdo positiva com
a taxa de prenhez em alguns estudos [31].

CONCLUSAO

A expressdo de SPAI7 no espermatozoide
equino pode ser utilizada como um biomarcador para
a qualidade seminal e fertilidade do garanhdo. A ex-
pressdo de TNF-a apresentou correlacio positiva foi
com a velocidade espermadtica ap6s a criopreservagao
no espermatozoide equino podendo ser utilizado como
um biomarcador de velocidade espermatica apds a
criopreservacdo. A expressdo de TIMP-2 pode ser
utilizada como um biomarcador da frequéncia de BCF.
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