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RESUMO

Existem dois grupos de MHC de classe I, classicos e ndo classicos. Pouco se sabe sobre
0s genes de MHC classe | ndo classico (MHC-1b) quanto a sua funcdo imunoldgica na
reproducéo, principalmente no sistema reprodutor masculino de bovinos, em que MHC-
Ib é expresso em tecidos testiculares e no espermatozoide. A capacidade reprodutiva de
um macho depende do desenvolvimento espermatogénico normal e funcional formado a
partir de uma série de transformacdes correlacionadas no interior dos testiculos.
Considerando a hipotese da presenca de MHC-1Ib no sistema reprodutor masculino de
bovinos, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo génica de MHC-Ib
durante a espermatogénese bovina. As coletas das amostras testiculares foram realizadas
em abatedouros do municipio de Sdo Luis, Maranhdo, com retirada de fragmentos de
parénquima testicular de 36 animais, sendo todas as amostras bilaterais (testiculo
esquerdo e direito). Apds o processamento histoldgico das amostras, foi realizada a
avaliacdo da espermatogénese utilizando o sistema de pontuacdo preconizada por
Johnsen, onde todas as secdes tubulares foram avaliadas sistematicamente e atribuida
uma pontuacdo de 1 a 10 de acordo com a producdo espermatica. Ao exame
microscopico observou-se a variagdo das notas entre os escores 6, 7 e 8. Para a
avaliacdo molecular, as amostras testiculares foram divididas em trés grupos, de acordo
com o escore obtido, totalizando 12 amostras/escore. Os dados da andlise do gPCR
demonstraram que ndo houve diferenca estatistica significativa na expressdo de MHC-1b
no tecido testicular de bovinos. Nesta pesquisa, a minima expressédo do MHC no
testiculo bovino da o direcionamento ao estudo de outras moléculas que podem estar
envolvidas no controle e maturacdo celular ao longo da espermatogénese. Desta forma,
se faz necessério a realizacdo de pesquisas adicionais utilizando proteinas e citocinas
relacionadas com a diferenciacdo das células esperméticas para o profundo

conhecimento no papel desempenhado por essas na imunidade do animal.

Palavras-chave: espermatogénese, MHC-Ib, qgPCR.



ABSTRACT

There are two groups of MHC class I, classical and non-classical. Few things about the
non-classical MHC class | genes (MHC-Ib) and their immune function in reproduction,
particularly in the male bovine reproductive system, in which MHC-Ib is expressed in
the sperm and testicular tissues. The reproductive capacity of a male depends on the
normal functional development spermatogenic formed from a series of transformations
correlated inside the testicles. Considering the hypothesis of the presence of MHC-Ib in
the male bovine reproductive system, this study aimed to asses the gene expression of
MHC-Ib during bovine spermatogenesis. The collections of testicular samples were
carried out in abattoirs in the city of Sdo Luis, Maranhdo, with removal of testicular
parenchyma fragments of 36 animals. All samples were bilateral (left and right
testicles). After histological processing the samples, it was carried out the evaluation of
spermatogenesis using the scoring system devised by Johnsen, where all tubular
sections were systematically evaluated and given a score of 1 to 10 according sperm
production. Microscopic examination showed the range of scores between the scores 6,
7 and 8. For the molecular evaluation, testicular samples divided into three groups,
according to the score, totaling 12 samples/score. The qPCR analysis of the data showed
no statistically significant difference in MHC-1b expression in testicular tissue of cattle.
In this study, the minimum expression of MHC in bovine testis gives the direction to the
study of other molecules that may be involved in control and cell maturation during
spermatogenesis. Thus, it is necessary to carry out further research using proteins and
cytokines related to the differentiation of sperm cells to the deep knowledge of the role

played by those in the animal’s immunity.

Key Words: spermatogenesis, MHC-Ib, qPCR.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegocio brasileiro no
cenario mundial (MAPA, 2015). Nas ultimas décadas, a abertura de mercados nos mais
diversos segmentos do setor agropecuario e, consequentemente, 0 aumento da
concorréncia por ocasido da comercializagdo, resultou em mudangas expressivas no
perfil dos produtores rurais, no comércio de produtos e nas exigéncias dos
consumidores (MOURA, 2008).

A producdo de bovinos no Brasil tem crescido de forma constante nos
ultimos anos. Na producdo de gado de corte, deve-se destacar 0 manejo reprodutivo
como uma condi¢do que contribui sensivelmente para o sucesso na producdo desses
animais e nesse contexto a fertilidade animal se torna tdo importante quanto o

crescimento do animal e a qualidade da carcaca (FORMIGONI, 2002).

A capacidade reprodutiva de um macho depende do desenvolvimento
espermatogénico normal e funcional, desse modo, é necessario que ocorra uma série de
transformacdes correlacionadas no interior dos testiculos que resultam na capacidade
reprodutiva do animal. Nos machos, os espermatozoides sdo produzidos apés a
puberdade, quando o sistema imunoldgico ja esta estabelecido, mas ainda tem de se
adaptar e desenvolver a tolerancia ativa para auto antigenos de células germinativas

masculinas.

Pouco se sabe sobre a influéncia dos genes do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) na espermatogénese em bovinos, entretanto, ja
se sabe que em humanos este é expresso no espermatozoide (CHIANG et al., 1994), na
préostata (LANGAT et al., 2006), em tecidos testiculares e no plasma seminal (LARSEN
etal., 2011). Yao e colaboradores (2014) demonstraram que ha expressao diferencial de
MRNA de HLA-G em tecidos testiculares com diferente capacidade espermatogénica.
Assim também como em tecidos testiculares e esperma do Macaco-Rhesus (RYAN et
al., 2002).

O MHC é um locus que codifica genes de proteinas especializadas, cuja
funcdo € apresentar antigenos para serem reconhecidos pelas células T. Existem dois
tipos principais de produtos dos genes do MHC, chamados moléculas de classe | e
moléculas de classe 11 (LOW et al., 1990; DAVIES et al., 2006; ABBAS, 2008). As
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moléculas classe | sdo expressas por praticamente todas as células nucleadas e
apresentam peptideos aos linfdcitos citoliticos CD8+ (CTLs) (LOW et al., 1990;
DAVIES et al., 2000; TIZARD, 2004; ABBAS et al., 2008), enquanto as de classe Il 0s
apresentam nas células T auxiliadoras CD4+ (ABBAS et al., 2008). Existem dois
grupos de MHC de classe I, classicos (MHC-la) e ndo cléssicos (MHC-Ib). As
moléculas classicas sdo expressas na maioria das células somaticas e apresentam
peptideos derivados do prdprio animal ou de proteinas de patdgenos intracelulares para
linfécitos T citotoxicos. As moléculas ndo classicas (MHC-Ib) possuem distribuicao
tecidual e variacdo genética especificas, atuando como uma importante molécula
imunomoduladora, inibindo a atividade citotoxica de células T, células natural killer
(NK), a lise e a proliferagéo celular (ZIDI e BEN AMOR, 2011).

O Complexo de Histocompatibilidade Principal de classe | ndo cléssico
(MHC-1b) é caracterizado por possuir distribuicdo tecidual e variacdo genética
especificas. Como uma importante molécula imunomoduladora, o MHC-Ib inibe a
atividade citotdxica de células T, células “Natural Killer” (NK), a lise e a proliferacéo
celular. As moléculas de MHC-Ib também desempenham um papel fundamental na
tolerancia materno-fetal por citocinas de equilibrio Thl / Th2 (ZIDI e BEN AMOR,
2011).

Além da sua funcdo imunoldgica, a funcdo ndo imune de MHC-Ib na
reproducdo tem sido descoberta nos Gltimos anos. Pouco se sabe a respeito do MHC-I
ndo classico bovino, mas estudos em humanos e camundongos demonstraram que as
isoformas ndo classicas desse gene interagem com receptores inibitérios de citocinas ou
de células NK para inibir a resposta imune materna (DAVIES et al., 2006). Em bovinos,
as células trofoblasticas, na regido intercotiledonaria da placenta, expressam proteinas
de MHC-I cléssicas e ndo classicas durante o terceiro trimestre de gestacdo (DAVIES et
al., 2000; DAVIES et al., 2006; SANTOS et al., 2015). Acredita-se que essas diferencas
ndo possuam efeito adverso na gestacdo, pelo contrario, sdo provavelmente benéficos

para o estabelecimento da gestacdo em bovinos (JOOSTEN et al., 1991).

Ja nos tecidos reprodutivos masculinos do homem, autores descrevem que o

HLA-G esté presente por dois motivos:

1°) O HLA-G foi detectado em locais imunoprivilegiados, como a placenta
e 0 olho (LE DISCORDE et al., 2003), podendo ser detectado em testiculos, por estes
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também serem considerados um local imunologicamente privilegiado. A falha em
desencadear respostas imunes nestes locais é, em parte devido & presenca de citocinas
inibitdrias, as quais inibem respostas inflamatdrias (FIJAK e MEINHARDT, 2006).
Dessa forma, sugere-se que 0 MHC-1 néo classico atue nesse tecido inibindo a atividade

das células NK.

2°) O plasma seminal parece ter um efeito imunoldgico na mulher antes da
implantacdo do embrido (ROBERTSON, 2005). Portanto, pode-se supor que moléculas
HLA paternos, talvez incluindo HLA-G, no plasma seminal, podem estar envolvidas na
inducdo de tolerancia materna aos antigenos paternos. Esta inducdo de tolerancia
halogénica as moléculas de HLA paternos no feto pode ser importante para o sucesso da
gravidez (LARSEN et al., 2011).

Apesar da conhecida influéncia do MHC-Ib na espermatogénese em
primatas, em bovinos a expressao do MHC-Ib em testiculo é desconhecida. No entanto,
é provavel que o MHC-I ndo cléassico ndo s6 é expresso em tecidos reprodutivos
masculinos, mas também desempenha um papel importante na regulacdo da fertilidade

masculina, tanto em homens guanto em bovinos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bovinocultura

O Brasil é atualmente o lider mundial nas exportagdes de carne bovina e
possui 0 maior rebanho bovino comercial com cerca de 215 milhdes de cabecas (IBGE,
2015). Além do mais, desde 2004, assumiu a lideranca nas exportagdes, com um quinto
da carne comercializada no mercado internacional e vendas em mais de 180 paises. O
rebanho bovino brasileiro possibilita o desenvolvimento de dois segmentos lucrativos.
As cadeias produtivas da carne e do leite. O valor bruto da producdo desses dois
subprodutos, estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenca da atividade em todos os
estados brasileiros, demonstram a importancia econdémica e social da bovinocultura no
pais (MAPA, 2015).

Atualmente, cerca de 13,5% do rebanho bovino brasileiro se encontra na
regido Nordeste, sendo 7,53 milhdes de cabecas somente no Estado do Maranhdo
(IBGE, 2015). Aproximadamente 80% do rebanho brasileiro € composto por animais de
racas zebuinas (Bos indicus), que sdo animais de comprovada rusticidade e adaptacdo ao
clima tropical predominante encontrado no territério nacional. Dentre estas racas,
destaca-se a Nelore, com 90% desta parcela (ABIEC, 2016).

As dimens0es territoriais do Brasil colaboram para esse resultado, uma vez
que favorecem a criagdo da maioria do gado em pastagens. Fatores como: o
investimento em tecnologia e capacitacdo profissional; o desenvolvimento de politicas
publicas, que permitem que o animal seja rastreado do seu nascimento até o abate; o
controle da sanidade animal e seguranga alimentar contribuiram para que o Pais
atendesse as exigéncias dos mercados rigorosos e conquistasse espago no cenario
mundial (ABIEC, 2016).

2.2 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo pelo qual as células-tronco multipotentes
primitivas se dividem seja para se auto renovar, ou para produzir células filhas
resultando na evolugdo de espermatogdnia a espermatozoide. Esse processo ocorre no
interior dos tubulos seminiferos, onde as células sofrem uma série continua de divisdes
celulares e modificacdes de desenvolvimento, comegando na periferia e progredindo em
direcdo a luz tubular (AGUIAR et al., 2006).
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O desenvolvimento da espermatogénese depende do suporte funcional das
células de Sertoli (MARTIN-DU PAN e CAMPANA, 1993), dos niveis adequados de
esteroides, gonadotrofinas e de fatores de crescimento (SHARPE, 1994). As
gonadotrofinas controlam a proliferacdo e a diferenciacdo das células de Sertoli e
Leydig desde a fase pds-natal, de modo que os esteroides e fatores de crescimento
secretados por estas células tém acgdo direta ou indireta sobre o desenvolvimento das
células germinativas (AGUIAR et al., 2006).

Durante sua evolucgdo, a espermatogénese pode ser dividida em trés fases:
(1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as espermatogbnias passam por
sucessivas e rapidas divisdes mitdticas formando os espermatécitos primarios. Nessa
fase todas as células séo diploides; (2) fase meidtica ou espermatocitogénica, onde o
material genético dos espermatocitos é duplicado, recombinado e segregado através da
meiose formando os espermatdcitos secundarios e sem seguida as espermatides. Esta
fase é de grande importéncia para a diversidade genética entre membros da mesma
espécie; (3) e fase espermiogénica ou de diferenciacdo, na qual células haploides, as
espermatides, se transformam em células altamente especializadas e estruturalmente
equipadas para alcancar e fertilizar os odcitos, os espermatozoides (RUSSELL et al.,
1990).

2.2.1 Controle Neuroendocrino na Espermatogénese

O processo do desenvolvimento e maturacdo sexual em touros envolve um
complexo mecanismo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. A funcdo testicular
normal requer estimulacdo hormonal pelas gonadotrofinas, estas sdo controladas por
secrecOes pulsateis de hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRH) do hipotdlamo
(HPT). Outros hormonios (prolactina, horménio do crescimento e hormonio estimulante
da tireGide) podem apresentar papéis secundarios no suporte a funcdo testicular embora
ndo existam evidéncias que comprovem tal fato (SCHANBACHER, 1984).

Na espécie bovina, o0 inicio da puberdade estd associado a habilidade das
células de Leydig em responder ao estimulo do Hormonio Luteinizante (LH
(BOOCKFOR et al., 1983), produzindo crescentes quantidades de testosterona, que, por
sua vez, controla a diferenciacdo das células de Sertoli e consequentemente, varias de

suas fungdes (GRIFFIN, 1988). Estes eventos regulam a espermatogénese de forma
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concatenada, de modo que alteracdes na funcdo das células de Sertoli alteram o
crescimento das células germinativas (SHARPE, 1994; SHARPE et al.,, 2003).
Encontradas no epitélio dos tubulos seminiferos, as células de Sertoli apresentam
grande dimensdo, envolvendo todo o epitélio germinativo (MC ANINCH, 2010).
Estruturalmente, elas sdo conectadas por jungées comunicantes, denominadas juncoes
gap, que possibilitam a troca i6nica e quimica entre as células, um fator importante para
a coordenacao do ciclo do epitélio seminifero; e unidas por jun¢@es de ocluséo, situadas
nas suas paredes basolaterais, formando a denominada barreira hematotesticular
(MRUK et al., 2004). Esta divisdo que ocorre nos tabulos seminiferos forma a base para
a estrutura da barreira de células de Sertoli, possibilitando que a espermatogénese
ocorra em um local imunologicamente privilegiado. A formacdo deste ambiente tem
importancia significativa, pois, a producdo de espermatozoides se inicia na puberdade,
enguanto que o amadurecimento do sistema imunoldgico ocorre nos primeiros anos de
vida, portanto os espermatozoides ndo sdo reconhecidos como proprios do organismo
podendo desencadear uma reacdo tipo antigeno — anticorpo se forem reconhecidos fora
da barreira de células de Sertoli (MENG et al., 2011).

Para STABENFELDT e EDQVIST (1996) a barreira hematotesticular
permite a criacdo de um meio ambiente adluminal, no qual se controla o metabolismo
dos espermatozoides. fons potassio sdo seletivamente secretados para dentro do espaco
adluminal, mantendo os espermatozoOides em estado de quiescéncia. Outra funcéo
importante da barreira hematotesticular é a protecdo dos espermatozoides de reacbes
inflamatorias, pois durante a sua formacao este se torna hapléide e ndo é reconhecido
como proprio do organismo. Acrescente-se que, 0 acUmulo de espermatocitos
secundarios, ou seja, hapldides, no intersticio, resulta em uma forte reacéo inflamatdria
envolvendo principalmente monadcitos. Se tal reacdo ocorrer, pode resultar em obstrugéo
testicular. Além disso, segundo Bergada (2004) a barreira hemato-testicular protege o
desenvolvimento do epitélio germinativo da acdo de possiveis toxinas, fatores

mutagénicos ou anticorpos especificos.

As células de Sertoli sdo responsaveis pelo fornecimento de substancias
necessarias para 0 metabolismo das células germinativas (lactato, transferrina, proteinas
androgeno dependente); fatores de crescimento (fator de célula-tronco, fator
transformador de crescimento alfa e beta (TGF-a e TGF-B Transforming Growth

Factor), fator de crescimento homologo a insulina (IGF-I — Insulin-like Growth Factor),
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fator de crescimento fibroblastico (FGF; Fibroblast Growth Factor), fator de
crescimento epidermal (EGF; Epidermal Growth Factor) e hormoénios que regulam o
desenvolvimento das estruturas reprodutivas masculinas, substancia inibidora-
mulleriana (MIS) e inibina (SKINNER, 2005).

Por serem as Unicas ceélulas com receptores para testosterona e para o
horménio foliculo-estimulante (FSH), as células de Sertoli sdo as principais reguladoras
da espermatogénese (WALKER et al., 2005). Neste processo as espermatogoénias,
quiescentes desde o periodo fetal, iniciam a meiose ainda na regido periférica dos
tibulos seminiferos, fora do espaco delimitado pela barreira hematotesticular. Os
espermatdcitos primarios formados nessa fase, quando em pré-leptdteno, sinalizam para
a abertura da barreira, entrando na regido de imunoprivilégio para entdo completar seu
desenvolvimento até a formacdo dos espermatozoides (MOORE e PERSAUD, 2013).
Esse processo é regulado pela interacdo de sinais enddcrinos e paracrinos. O horménio
mais importante nesse processo ¢ o Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH),
produzido pelo hipotdlamo. O GnRH induz a producdo de LH e FSH, pela hipdfise
anterior, que agirdo no testiculo para que esse possa controlar o potencial

espermatogénico.

O FSH estimula a atividade das células de Sertoli, incluindo a secrecdo da
proteina ligadora de androgénio (ABP), a conversdo de androgénio em estrogénio e a
secrecdo de inibina. A inibina por sua vez faz um feedback negativo sobre a secrecdo de
FSH, porém ndo sobre a do LH (BLANC et al., 1981). O LH se liga aos receptores
presentes na superficie das células de Leydig e estimula a producéo de testosterona, um
horménio esteroide que se difunde nos tabulos seminiferos (WALKER et al., 2005). A
testosterona produzida é conduzida desde o intersticio que circunda as células de Leydig
para os vasos linfaticos, tubulos seminiferos e a maior parte para 0s vasos sanguineos.
Uma proteina plasmatica denominada ligadora de hormonio sexual, é importante para o
transporte e secrecdo de testosterona. Na auséncia ou reducdo dessa proteina, a
producéo de testosterona diminui, sugerindo que concentra¢fes aumentadas de desta no
intersticio inibam a producéo de testosterona (STABENFELDT e EDQVIST, 1996).

Grande parte da testosterona é convertida em diidrostestosterona (DHT),
pela enzima 5aester0ide, enquanto outra por¢do € convertida em esteroides pela
aromatize (DORRINGTON e ARMSTRONG, 1975). Perifericamente, as fungdes desse

horménio incluem o desenvolvimento e manutencdo da libido, da atividade secretora
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dos oOrgdos acessorios via circulacdo geral e das caracteristicas de virilidade (HAFEZ,
2004).

2.3 Complexo Principal De Histocompatibilidade

O termo Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) refere-se a
um grupamento génico situado no cromossomo 6 em humanos. Este se destaca por
apresentar um conjunto de genes polimorficos e em sua maioria responsaveis por
codificar proteinas de superficie de membrana que atuam na resposta imune (ABBAS et
al., 2012).

Os genes que compdem o MHC estdo presentes em todos os vertebrados e
foram descritos pela primeira vez no ano de 1940 por George Snell e colaboradores, que
através do cruzamento com linhagens de camundongos endogamicos, identificaram o
locus responsavel pela expressdo de proteinas encarregadas pela rejeicdo dos enxertos
de um camundongo para outro de linhagens diferentes. Em camundongos este locus fica
no cromossomo 17 e recebeu o0 nome de H-2, significando histocompatibilidade-2, por
influenciar a histocompatibilidade e também nomear o antigeno correlato inicialmente
detectado na membrana de leucdcitos dessa espécie (HANSEN et al., 1993; ABBAS et
al., 2012).

O MHC humano s6 foi descoberto na década de 50, por Dausset, Payne e
Van Rood que ao realizarem estudos sorolégicos em pacientes transfundidos,
perceberam diferencas entre leucdcitos de diferentes individuos. Por conseguinte, esses
genes foram chamados antigenos Leucocitarios Humanos ou genes HLA (do inglés
Human Leukocyte Antigen). Em humanos, a regido do MHC, com aproximadamente
4.000kb de comprimento, localiza-se no brago curto do cromossomo 6 (6p 21.3)
(LAMM et al., 1985; BELL, 1989; HYLENIUS, 2004). O sistema génico HLA
apresenta 3 regides distintas, referidas como HLA de classe I, HLA de classe Il e HLA
de classe 11, sendo que apenas os genes situados nas duas primeiras regides codificam
as proteinas HLA apresentadoras de antigenos para linfocitos T. Os genes situados na
regido HLA de Classe Il codificam outras proteinas ndo apresentadoras de antigenos
mas que atuam na resposta imune ou em outras funcdes celulares ndo imunes. (ABBAS,
2012).
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Os genes do HLA apresentam uma alta taxa de polimorfismos e um nimero
expressivo de alelos. Atualmente j& foram registrados 13.840 alelos. Deste total, 10.297
referem-se aos genes HLA de classe | e 3.543 aos genes HLA de classe 11. As moléculas
de Classe I compreendem uma cadeia de polipeptideo alfa (o), uma subunidade néo-
covalente de 44 kD de peso molecular, que ¢ ligada a uma cadeia de 12 kD chamado [,
microglobulina (B,m) que contribui para formar uma proteina de superficie celular
estavel. As moléculas do MHC-II sdo heterodimeros compostos por uma cadeia
polipeptidica alfa (o) ¢ beta (B), estas sdo expressas nas células apresentadoras de
antigenos profissionais (APCs), tais como células dendriticas (DC), macrofagos e
células B, entretanto, ndo possuem expressdao em células trofoblésticas da placenta
(CRESSWELL, 1994).

Na regido HLA de Classe | situam-se os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C,
estes genes apresentam elevado polimorfismo (2.735 alelos nos I6cus em HLA-A, 3.455
alelos em HLA-B e 2.259 alelos em HLA-C) e possuem expressao constitutiva na
membrana celular de quase todas as células nucleadas (TROWSDALE et al., 2001). Os
genes, HLA-E, -F e -G constituem os genes de classe | ndo classicos nos humanos (WEI
E ORR, 1990). Esses genes parecem ter papéis Unicos, particularmente em relacdo aos
mecanismos de evasdo de patdgenos, controle da ativacdo de NK e reproducdo bem
sucedida (ISHITANI et al., 2003). A regido ndo classica do MHC-I apresenta ainda
outros genes, como o0s do grupo MIC (MHC class | chain-related gene), relacionados
com a ativagdo do receptor NKG2D de células NK. As moléculas MIC, diferentemente
das outras moléculas de classe I, ndo se associam a [B2m (COLLINS, 2004;

GOLDBERG e RIZZO, 2015).

Os genes HLA classe Il codificam as duas cadeias que formam os
heterodimeros funcionais HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM e HLA-DO (2.649
alelos conhecidos). Possuem expresséo restrita, sendo predominantemente expressas em
células apresentadoras de antigenos (APC, do inglés antigen-presenting cells), como
macrofagos, células dendriticas, celulas de Langerhans e de Kupffer, assim como
linfocitos B. (TROWSDALE et al., 2001)

A regido HLA de classe Il possui genes que codificam moléculas
importantes para a imunidade inata, como 0s que atuam na ativacdo do sistema

complemento, como o CBF, C2, C4A, C4B, genes que codificam citocinas, como TNFa
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(Factor de Necrose Tumoral, do inglés Tumor Necrosis Factor alpha) e LTp

(Linfotoxina beta, do inglés Lymphotoxin ), entre outros (LEWIN, 2009).

Atualmente ja existem informac6es sobre a presenca de complexos génicos
homologos a0 MHC em outros animais além dos camundongos e seres humanos, como
nos bovinos, equinos, suinos, peixes, felinos, caninos, carneiros e outros primatas. A
acao do MHC nas demais espécies ocorre de forma similar ao humano, funcionando
como um codificador de produtos moleculares envolvidos na resposta imune
(CROUAU-ROY et al., 1994; ABBAS et al., 2015).

2.3.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade em bovinos

Em bovinos, o MHC ¢é conhecido como antigeno leucocitario bovino
(BoLA), presente no braco curto do cromossomo 23 dessa espécie (FRIES et al., 1988;
WU et al., 2010) e consiste de varios locos fortemente ligados entre si, cujos genes
codificam moléculas da superficie celular relacionadas a resposta imunoldgica
(ALIZADEH et al., 2003). A estrutura genética do BoLA foi descrita pela primeira vez
por Spooner em 1978. Os produtos dos genes do MHC classe | e classe 11, presentes nos
bovinos, processam peptideos respectivamente para os linfécitos T citotoxicos (CD8) e
T auxiliares (CD4). As moléculas do MHC de ruminantes funcionam de uma maneira

semelhante a de humanos e de camundongos (AMILLS et al., 1998).

A estrutura geral do MHC nos mamiferos é relativamente conservada. O
complexo BoLA esta dividido em trés regides: BoLA-I, essa regido é importante no
processo de destruicdo de células infectadas por virus, BoLA-II, atuam na apresentacdo
de antigenos, na regulacdo da interacdo entre células imunocompetentes e no inicio da
resposta imune e BoLA-III participa do sistema complemento, estando envolvidos no

imunocomplexos, fagocitose, reacdo inflamatodria e citotoxicidade (SINGH et al., 1997).

O MHC de classe | bovino (BoLA-I) possui alelos classicos e nédo classicos.
Existem pelo menos seis genes do MHC-I classico, que sdo expressos em combinacdes
de um, dois ou trés hapldtipos diferentes. Essas glicoproteinas transmembranares
desempenham um papel importante na regulacdo da resposta imune, estando envolvidas
na apresentacdo de antigenos para as células T citotdxicas (CD8+) (ZINKERNAGEL e

DOHERTY, 1975). Os bovinos parecem demonstrar niveis Unicos de variagdo na
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composicdo de haplotipos de MHC de classe |. Essas moléculas apresentam ampla
semelhanca com o MHC humano em termos de localizacdo genOmica, estrutura

genética e perfil de expressdo (BIRCH et al., 2008).

Os loci ndo classicos possuem alelos de 1 a 4, BoLA- NC1, NC2, NC3 e
NC4 (DAVIES et al., 2006; BIRCH et al., 2008). O locus BoLA-NC1 é oligomoérfico ou
polimorfico e possui cinco alelos, além de auséncia do dominio transmembrana, devido
a completa delecdo do exon 5. Os locis NC2 e NC3 sdo monomorficos e expressos em
altas concentragfes no trofoblasto, ja o locus NC4, igualmente ao lécus NC1, €
oligomérfico, mas é expresso em baixos niveis no trofoblasto, o que o diferencia dos
loci NC2 e NC3 (BIRCH et al., 2008; SANTOS et al., 2015).

As proteinas ndo classicas do MHC-1 sdo expressas em tecidos especificos e
sob condigcbes especificas. Estas proteinas tém frequentemente um dominio
citoplasmatico truncado. Como resultado de um “splicing” alternativo, estas proteinas
sdo produzidas como isoformas transmembranares e soliveis (HUNT et al., 2005). O
processo de splicing alternativo determina a natureza segregada ou ligada ao lipideo de
algumas moléculas de classe Ib, tais como HLA-G (HLA-G2) e Qa-2 (HUNT et al.,
2006).

Pouco se sabe a respeito do MHC-I ndo classico bovino, mas estudos em
humanos e camundongos demonstraram que as isoformas ndo classicas desse gene
interagem com receptores inibitorios de citocinas ou de células NK para inibir a
resposta imune materna. As isoformas sollveis humanas (ex. HLA-G) sdo fatores
imunossupressivos e induzem a apoptose de células TCD8+ ativada. Aparentemente a
proporcao de expressao entre os genes classicos e ndo classicos em trofoblastos bovinos
deve influenciar o balango entre imunossupressao e sistema imune ativado (DAVIES et
al., 2006).

Genes relacionados a cadeia do MHC —Ib (MIC) foram identificados dentro
da regido de MHC de um determinado numero de espécies de mamiferos, incluindo
humanos e outros primatas, suinos e bovinos (BAHRAM et al., 1994). No entanto,
enguanto essas espécies possuem um ou dois genes MIC funcionais, € possivel que nos
bovinos existam trés ou quatro genes funcionais. A similaridade de tamanhos de intron
e sequéncia dentro das regides codificadoras de bovinos MIC1, MIC2, MIC3, MIC4 e
sua proximidade, sugerem que estes podem ter surgido por duplicagdo de um gene
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ancestral (BIRCH et al., 2008). Esses genes codificam glicoproteinas com estrutura de
dominio semelhante as moléculas do MHC-1 cl&ssico, no entanto, apresentam algumas
diferengas significativas: ndo se associam com microglobulina B2, possuem padrio
diferente de polimorfismo e ndo tem uma regido de ligacdo ao peptideo (HOLMES et
al., 2002). Os padrGes de expressdao também sdo diferentes, sendo induzidas pelo
estresse celular, principalmente em células epiteliais e endoteliais (incluindo tumores),
embora a inducdo da expressdo em outros tipos de células também tem sido relatada
(COLLINS, 2004).

O MHC de classe 11 bovino (BoLA-I1) é expresso em células especializadas
do sistema imunoldgico, como os linfocitos e foi subdividido em BoLA-lla e Ilb — com
base no mapeamento genético ( AMORENA e STONE, 1980; LEVEZIEL e HINES,
1984; VAN EIJK et al., 1992; DAVIES et al., 1997; MOTA, 2003). As sub-regides
Bola-1la e BoLA-IIb estdo a cerca de 15 centimetros de distancia. A sub-regido BoLA-
Ila contém o conjunto de genes DR e DQ (SCOTT et al., 1987). O gene BoLA-DRB3
tem sido amplamente estudado por seu grande polimorfismo (TAKESHIMA e AIDA,
2006; WU et al., 2010), em especial no éxon 2 (BoLA-DRB3.2) por possuir associacdo
com a contagem de células somaticas (CCS) (SHARIF et al., 1998a) e alguns aspectos
produtivos (NASCIMENTO et al., 2006). J& a sub-regido BoLA-IIb inclui os genes
DMA, DMB, LMP2, LMP7 e TAP moléculas que estdo envolvidas no processamento,
transporte e carregamento de peptideos antigénicos. (LEWIN, 1996; DAVIES et al.,
1997).

A regido BoLA-IIl é constituida por um conjunto heterogéneo de genes
relacionados com a imunologia, tais como fatores do complemento C4 e BF, esteroide
21-hidroxilase (CYP21), proteina de choque térmico 70 (HSP70) e o fator de necrose
tumoral (TNFa e TNFB) que ndo sdo considerados parte do MHC (ANTCZAK et al.,
1982; LEWIN, 1996).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
e Avaliar a expressdao génica de MHC de Classe | ndo classico durante a

espermatogénese bovina.

3.2 Especificos
e Determinar através de escores histoldgicos, a partir do critério de pontuacéo
de Johnsen, a qualidade da espermatogénese em tecido testicular bovino.
e Determinar o perfil de expresséo de MHC-I ndo classico em testiculos
bovinos.
e Comparar o perfil histoldgico dos testiculos bovinos com a expressdo do

gene MHC-I néo classico, como critérios de avaliacdo da espermatogénese.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Estudo

A coleta das amostras testiculares realizou-se em abatedouros do municipio
de S&o Luis, Maranhdo, de forma casuistica, de acordo com o numero de animais
disponiveis. O material biologico coletado foi transportado em caixas isotérmicas com
gelo e posteriormente acondicionado em freezer a - 20°C no Laboratério de Patologia
Molecular, da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) no curso de Medicina
Veterinaria, Campus S& Luis - MA, onde também foram realizados os testes

moleculares.

4.2 Colheita das Amostras

Foram coletadas amostras bilaterais (testiculo esquerdo e direito) de 36
bovinos inteiros sem padrdo racial. Imediatamente ap6s o abate, realizava-se a
antissepsia cuidadosa dos testiculos utilizando alcool 70%, seguida da abertura e
retirada de fragmentos do parénquima testicular. Prontamente, estas amostras eram
imersas em formalina tamponada a 10% e em seguida encaminhadas para o Laboratério
de Anatomopatologia da Universidade Estadual do Maranhdao/CCA/UEMA.
Fragmentos utilizados para os testes moleculares também foram retirados e devidamente
acondicionados em criotubos estéreis, RNAse Free contendo a solucdo de estabilizacdo
RNAIlater® (Life Technologies), mantidos sob refrigeragdo por no minimo 24 horas e
posteriormente acondicionados a -20°C até a realizacdo dos testes moleculares.

4.3 Processamento Histoldgico

Apos a fixagdo dos tecidos em formalina tamponada 10% durante 24 horas,
os tecidos foram processados para a preparacdo de laminas histologicas, sendo
colocados em cassetes plasticos, seguido da etapa de desidratacdo, no qual o material foi
mergulhado em concentrac@es crescentes de alcool (alcool 70%, 80%, 95%, absoluto | e
I1, correspondentes a 99% de pureza). Em seguida, houve o processo de diafanizacdo ou
clarificacdo através de banhos em xilol e posteriormente realizou-se inclusdo do tecido

em parafina.
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O material foi cortado na espessura de cinco micrémetros (5 um) com
micrétomo de rotacdo HM 360 MICROM e corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE). Antes da coloracéo, as laminas foram banhadas em xilol, por 10 minutos
para dissolucdo da parafina, em seguida, imersas em concentracdes crescentes de alcool,
até o tecido estar completamente hidratado. Entdo as laminas foram mergulhadas em
agua destilada por trés minutos, em seguida, mergulhadas em hematoxilina, por
aproximadamente um minuto, lavadas por 15 minutos em agua destilada, mergulhadas
em eosina por 45 segundos e para a lavagem foram mergulhadas e retiradas rapidamente
em &gua corrente. Depois de corado, o tecido foi passado em concentracdes
decrescentes de alcool (desidratacdo), para aumentar a sobrevida do preparo histologico.
Finalmente as ldminas foram banhadas em xilol, e em seguida, iniciou-se a montagem
das laminas, processo no qual foi colocado sobre uma laminula uma gota de resina
sintética e esta foi colocada e comprimida sobre o corte, de modo a espalhar-se uma fina

camada desta entre a lamina e laminula.

4.4 Classificagdo da Espermatogénese

A avaliacdo da espermatogénese foi realizada através do sistema de
pontuacdo de Johnsen (1970), que consiste em uma avaliagdo histoldgica de pelo menos
25 tubulos seminiferos (TUREK, 2005), no qual se observa o nivel de maturacdo do
epitélio germinativo e os classifica entre 1 e 10 (Tabela 1), de acordo com o tipo de
célula germinativa mais avancada do tabulo. Neste trabalho optou-se pela anéalise de 40
tibulos seminiferos e o calculo do escore médio foi realizado pela multiplicacdo do
numero de tubulos contados pelo seu escore de um a dez. Todos estes valores foram

somados e divididos pelo nimero total de tubulos contatos (Quadro 1).
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Tabela 1 — Critérios de avaliacdo espermatica segundo a pontuacdo de Johnsen.

PONTUACAO CELULAS ENCONTRADAS

DE JOHNSEN

Escore 10 Espermatogénese completa com muitas espermatides alongadas.
Epitélio germinativo organizado com espessura preservada e a luz do
tabulo livre.

Escore 9 Muitas espermatides alongadas estdo presentes, mas, o0 epitélio
germinativo estd desorganizado com evidente descamacdo ou
obliteracdo da luz do tabulo.

Escore 8 Apenas algumas espermatides alongadas (menos de cinco) presentes
no corte transversal do tubulo seminifero.

Escore 7 Auséncia de espermatides alongadas e presenca de muitas
espermatides em alongamento e arredondadas.

Escore 6 Auséncia de espermatides alongadas e presenca de poucas
espermatides em alongamento e arredondadas (menos de cinco).

Escore 5 Auséncia de espermatides e presenca de muitos espermatdcitos.

Escore 4 Presenca de poucos espermatocitos (menos de cinco) e auséncia de
espermatides.

Escore 3 Espermatogdnias sdo as unicas células germinativas presente.

Escore 2 Auséncia de células germinativas e presenca de apenas células de
Sertoli.

Escore 1 Auséncia de células no corte transversal do tubulo seminifero.

Adaptado de Augusto Barbosa Reis, 2012.
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Quadro 1 — Calculo para obtencdo do Critério de Johnsen.

Escores | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total

N° de
tubulos
por

escore

N° de
tabulos x 0 0 0 0 0 0 70 32 | 108 | 140 350
escore

350/40=
N° de tubulos X escore / N° de tabulos por escore = Escore Final
8,8

Adaptado de Augusto Barbosa Reis, 2012.

4.5 Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA, primeiramente o tecido coletado foi macerado e
adicionado 1 mL de Trizol (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) em microtubo livre de
RNAse. Em seguida, foram adicionados 200uL de cloroférmio, homogeneizado
vigorosamente e incubado em temperatura ambiente por trés minutos. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C, para separacdo em trés fases. A
fase superior foi transferida para outro microtubo e adicionou-se 500pL de isopropanol,
para precipitacio do RNA, seguida de incubacdo a temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugacdo a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O pellet foi lavado com 1
mL de etanol 70%, homogeneizado em vortex e centrifugado a 7.500 xg por 5 minutos a
4°C. Em seguida, o RNA foi dissolvido em 30uL de agua livre de RNAse. Todo o
protocolo descrito foi preconizado pela Invitrogen; Carlsbad, CA, USA. Posteriormente,

as amostras foram quantificadas por espectofotometria.

4.6 Sintese de cDNA

O RNA (1,5 ug) foi retrotranscrito em cDNA utilizando-se 0 kit comercial
Super Script 111 First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) seguindo o protocolo do fabricante. Para uma rea¢do de volume final de 20uL.
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Para a sintese foram utilizados 3,0ulL de agua DEPC, 1,0uL de Random Hexamero
(50pg/uL), 1,0ul de Anneling Buffer, 2,0uL de RNase OUTTM Enzime Mix, 10,0pL
de 2x First-Strand Reaction Mix. Os pardmetros utilizados para a sintese do cDNA
foram: 65°C por 5 minutos, incubado em gelo por 1 minuto, 25°C por 10 minutos, 50°C

por 50 minutos. Posteriormente o cDNA foi armazenado a -20°C.

4.7 PCR Quantitativa (QPCR)

Para a realizacdo da PCR em tempo real foram utilizados primers
especificos para MHC-I ndo cléssico, NC1, NC3 e MICB (SHU et al., 2012), além do
gene normalizador GAPDH, descritos na tabela 2. A PCR quantitativa foi realizada
utilizando-se 2,5 ul de cDNA, 10 uM do par de primers especifico para cada gene e 12,5
pl de Platinum SYBR Green qPCR SuperMix (Platinum SYBR Green qPCR SuperMix
— UDG with ROX, Invitrogen) em um volume final de 25 pl por rea¢do. Os parametros
utilizados para o PCR em tempo real serdo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, utilizando um termociclador
ABI 7500 (Applied Biosystems).

Tabela 2 — Lista de genes e iniciadores utilizados no RT-PCR em tempo real.

Sequéncia de

Gene Iniciadores (5°-3°) Produto referéncia no Referéncia
NCBI
MICB AGAAAGGAGGCTTACATTCCC 199 NM 001127317 Shu et al.,
2012

GCCTGGTAATGCTTGCTTAAC

NC1 AGTATTGGGATCAAGAGACGC 181 BC109706 Shu et al,

2012
ATAGGCGTGCTGATTATACCC

NC3 AGATGACACGAGATGCCAAG 198 DQ140378 Shu et al,
2012
TCGTTCAGGGCGATGTAA
GAPDH GAGAAGGCTGGGGCTCACTTG 195 NM_001034034. Davies et al.,

2 2006
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GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG

4.8 Analise Estatistica

Todos os valores de Ct normalizados sofreram transformacéo logaritmica e
os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias dos
diferentes genes no mesmo escore de Johnsen foram comparadas pelo teste t de Student
(Graphpad Prism 5.0, USA). Diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Histoldgica

Foram analisadas 72 amostras provenientes de 36 animais (testiculo direito
e esquerdo), correspondendo & regido de parénquima testicular. Os valores médios da
espermatogénese, foram obtidos por meio do escore descrito por Johnsen (1970) no
qual, minuciosamente, realizou-se a avaliacdo histoldgica e observacdo dos tubulos

seminiferos.

Nas analises das laminas histologicas, observou-se que os animais utilizados
no estudo obtiveram notas entre 6 e 8 no Escore de Johnsen (1970). Resultados
equivalentes ao presente experimento foram encontrados por Reis (2012) em estudo
realizado com homens, no qual os escores médios das amostras foram semelhantes e
incluidas no mesmo grupo classificatorio. Ao exame microscopico também foi possivel
verificar as diferentes fases de espermatogénese em unico fragmento o que segundo
Turek, (2005) classifica o material estudado como um padréo misto contendo as fases:
1- fase espermatogonial com presenca de espermatogbnias e espermatdcitos primarios;
2- fase espermatocitogénica, apresenta espermatocitos secundarios e espermatides; 3-
fase espermiogénica, com presenca de espermatides e espermatozoides (Figura 1).

Figura 1 — Corte histol6gico do parénquima testicular bovino, coloracdo Hematoxilina e Eosina (40x). A.
Tdbulo seminifero apresentando espermatogénese incompleta, com auséncia de espermatides em

alongamento e alongadas. B. Tuabulos seminiferos apresentando células espermatogoniais (1),
espermatdcitos (2) e espermatides arredondadas e em alongamento (3) e espermatides alongadas (4).
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A avaliacdo do potencial de fertilidade do macho é baseada na
funcionalidade do trato reprodutivo que tem reflexo importante no ndmero de
espermatozoides normais que alcangam o local de fecundagdo e consequentemente,
influenciando na penetracdo do odcito, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério
(LAGERLOF, 1934; BARTH e OKO, 1989). A presenca de diferentes escores por
tibulos, na composicdo da média dos resultados, também foi um fator determinante
para que as amostras do presente estudo apresentassem escores médios semelhantes. Por
conseguinte, esse resultado pode ser justificado pela homogeneidade das amostras
coletadas, no qual se utilizou animais jovens provenientes de abatedouros e submetidos

a0 mesmo manejo sanitario e reprodutivo.

Fatores como o estresse, a superpopulacdo ou isolamento, exposicdo a um
ambiente desconhecido, transporte, confinamento, contencdo ou imobilizacao, calor ou
frio intenso, intervencdes cirdrgicas e a dor podem desencadear alteracdes organicas e
originar diversos problemas, dentre eles, os reprodutivos. (MOBERG e MENCH, 2000).
O que nédo foi observado na amostragem deste trabalho, pois ndo foram observadas
patologias macroscopicas ou mesmo microscopicas nos testiculos avaliados, sendo
portanto 0s escores determinados apenas pela qualidade espermética e potencial
reprodutivo dos bovinos (N casuistico) provenientes de abatedouros.

Nas amostras pertencentes ao escore 7 observou-se a parada da
espermatogénese com a presenca de espermatides em alongamento nos tabulos
seminiferos. Supbe-se que a parada nesta fase da espermatogénese ndo reflete
necessariamente um distdrbio na producdo espermatica, e sim fase do ciclo em que o
animal foi abatido. A literatura descreve que o avanco no desenvolvimento da produgéo
espermatica, determina a observagdo histologica de celulas em diferentes fases de
maturacao no tubulo seminifero (JOHNSON et al., 2000).

Contudo, devem-se considerar também estudos realizados por Johnson e
colaboradores (2000) que demonstram degeneracdes das células germinativas como as
alteracfes de maior impacto durante a meiose e a espermiogénese, fases estas que sao
caracterizadas, respectivamente, pela populagdo de espermatdcitos e na qual as
espermatides sofrem significativas modificagdes, transformando-se em espermatozoides
(CASTRO, 2012). Na amostragem deste trabalho ndo foi possivel determinar este
impacto, pois ndo foram observadas degeneracdes claras nas camadas germinativas,

apenas variadas fases de maturagéo.
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A andlise realizada atraves do critério estabelecido por Johnsen (1970)
permite a avaliacdo mais detalhada do tabulo seminifero, com identificacdo mais
adequada dos componentes celulares do epitélio, permitindo melhor classifica¢do
morfologica e identificacdo precisa das paradas de maturacdo que ocorrem nas células

germinativas.

5.2 Expressdo do gene MHC-1 néo cléssico no testiculo

Ao exame microscopico observou-se que os animais utilizados no estudo
obtiveram pontuacdes entre 6 e 8 no Escore de Johnsen (1970). Das 72 amostras
analisadas foram utilizadas para avaliagdo molecular 12 amostras por escore totalizando
36 amostras divididas nos escores obtidos 6, 7 e 8 (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantidade de amostras por escore submetidas RT-PCR.

PONTUACAO JOHNSEN AMOSTRAS SUBMETIDAS A RT-
PCR
Escore 6 12 amostras
Escore 7 12 amostras
Escore 8 12 amostras

Para avaliacdo do MHC-I ndo classico foram utilizados os genes descritos
para bovinos MICB, NC1 e NC3, genes inibitorios para receptores de leucdcitos,
incluindo receptores codificados no complexo do grupo de células “Natural Killer”
naturais 2D (NKG2D) e no complexo de receptores de leucécitos (SHU et al., 2012). Os
dados da analise do qPCR demonstraram que ndo houve diferenca estatistica
significativa na expressdo de MHC-1 ndo classico no tecido testicular de bovinos.
Contudo, na avaliacdo da expressdo do MICB observou-se tendéncia de maior
expressao nas amostras com escore 6, sequida da diminuigdo da expressao nos escores 7
e 8 (Figura 2). Em estudos realizados por Santos et. al., (2015) utilizando fémeas
bovinas em idade reprodutiva e em diferentes periodos gestacionais, observou-se que 0s

genes MICB e NC3 foram expressos em niveis elevados nas células trofoblasticas da
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regido intercotiledonadria de fémeas bovinas durante os dois primeiros tercos
gestacionais seguindo com diminuicdo no ultimo terco de gestacdo, considerando a
participagdo da molécula de MHC no periodo gestacional da fémea bovina, surgiu a
hipdtese da importancia da mesma molécula no testiculo bovino, ja que esta ja havia
sido descrita em outras espécies, especialmente no homem, através do HLA (CHIANG
et al., 1994; LANGAT et al., 2006; LARSEN et al., 2011), contudo a molécula do
MHC-I néo classica parece ndo ter o mesmo envolvimento na espermatogénese bovina

devido a sua discreta expressdo demonstrada nos resultados deste trabalho.

Figura 2 — Expresséo de MHC de classe | ndo cléassico utilizando gene MICB nos diferentes escores de
Johnsen. Colunas representam média aritmética (n = 12) e erro padréo.
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Na expressdo do gene NC1 foi possivel observar uma maior expressao nas
amostras com escore 6, seguida da diminuicdo da expressao no escore 7 e posterior
elevacdo no escore 8 (Figura 3). Ja na avaliacdo da expressdo do gene NC3 (Figura 4)
nos trés escores apresentados, observou-se maior expressdo em animais com Escore 8,
ou seja, aqueles que estdo classificados como animais com nivel de espermatogénese
normal. Contudo no homem, segundo Yao et al. (2014) esta expressdo foi elevada e
determinou diferencas significativas em seus resultados, o que ndo se repetiu nesta

amostragem bovina, em que se observa apenas uma tendéncia e a avaliacdo gréfica é
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apenas numeérica, 0 que mais uma vez sugere que esta molécula ndo apresenta marcada

atuacdo sobre a espermatogénese.

Figura 3 — Expressdo de MHC de classe | ndo cléssico utilizando gene NC1 nos diferentes escores de
Johnsen. Colunas representam média aritmética (n = 12) e erro padrédo.
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Figura 4 — Expressdo de MHC de classe | ndo classico utilizando gene NC3 nos diferentes escores de
Johnsen. Colunas representam média aritmética (n = 12) e erro padréo.
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As primeiras pesquisas realizadas nessa area de estudo negavam a presenca
de moléculas MHC de classe | na superficie de células germinativas testiculares
(ANDERSON et al., 1984; KOWALIC et al., 1989). No entanto, novos estudos
indicaram a possibilidade de inducdo do MHC em células gametogénicas de homens
com azoospermia, possivelmente devido a fatores que ativam a resposta imune, como
virus ou citocinas (KURPISZ et al., 1987). A expressdo do gene HLA-G foi detectado
pela primeira vez em espermatozoides maduros de humanos em 1994 por Chiang e
colaboradores através da técnica de RT-PCR, verificou-se ainda a tendéncia de aumento
da expressao do gene HLA-G acompanhado do aumento no valor de pontuagdo
Johnsen. Langat et al. (2006) observou a presenca do gene HLA-G em glandulas
prostaticas e adenocarcinomas da préstata normal utilizando a PCR em tempo real, além
de conseguir detectar a proteina no citoplasma do epitélio tubulo-glandular e em

secre¢des glandulares através da imuno-histoquimica.

Posteriormente, utilizando a técnica ELISA, foi possivel constatar a
expressao do HLA-G em amostras de plasma seminal humano, além da expressao dessa
molécula em amostras de tecidos testiculares normais e em tecidos epididimal por
coloragdo imuno-histoquimica (LARSEN et al., 2011). Em pesquisa realizada com o
macaco-Rhesus observou-se a expressdo em niveis elevados da molécula de MHC na
placenta e no testiculo, confirmando a homologia entre 0 HLA-G e 0 Mamu-AG, a

molécula ndo classica do macaco-Rhesus (RYAN et al., 2002).

Nos testiculos, 0 MHC-Ib pode ter um papel funcional que serve como um
fator imunossupressor, evitando assim o reconhecimento de células do esperma que sao
consideradas como auto antigenos para o sistema imunolégico. Analises indicam que 0s
fatores especificos no plasma seminal podem interagir com as células e vias funcionais
no trato reprodutor feminino. Isso pode levar a uma variedade de alteracfes celulares e
moleculares que se assemelham a uma resposta inflamatéria. Sendo assim, uma das
fungdes do MHC-Ib pode ser a manuten¢do dos testiculos como um sitio imune
privilegiado. Outra funcdo seria realizar uma interagdo do HLA-G com o receptor de
leucdcitos do tipo imunoglobulina ou transcri¢ao do tipo imunoglobulina, que conduz a
uma inibicdo da proliferacdo de células CD4+ e a funcdo citotdxica das células
“Natural Killer” no sistema reprodutor feminino. Nas fémeas, a exposi¢do repetida
desta ao sémen e aos fatores paternos presentes nele torna possivel a producdo de uma

imunomodulacdo, essa resposta pode ser importante para a manutencdo e sucesso da
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gestacdo, ja que o trato genital feminino é considerado um local imunocompetente
(ROBERTSON, 2003; ROBERTSON, 2005; LARSEN et al., 2011).

Nesta pesquisa, a minima expressdo do MHC no testiculo bovino da o
direcionamento ao estudo de outras moléculas que podem estar envolvidas no controle e
maturacdo celular ao longo da espermatogénese. Desta forma, se faz necessario a
realizacdo de pesquisas adicionais utilizando proteinas e citocinas relacionadas com a
diferenciacdo das células espermaticas para o profundo conhecimento no papel

desempenhado por essas na imunidade do animal.


http://molehr.oxfordjournals.org/content/17/12/727.full#ref-29
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CONCLUSAO

A avaliacdo histologica e molecular permitiu a observacdo da reduzida
expressdo do gene MHC-1 ndo classico em tecidos testiculares com capacidades
espermatogénicas normais, o que desqualifica os genes de MHC-I como
marcadores de qualidade espermatogénica.

A espermatogénese bovina avaliada neste trabalho variou dos escores seis a oito
e permitiu a confirmacdo dos critérios de Johnsen como uma ferramenta
fundamental para qualificacdo da espermatogénese em bovinos;

O Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) de classe | ndo classico
€ pouco expresso no tecido testicular de bovinos;

N&o houve diferenca de expressdo dos genes de MHC de classe | ndo classico

nos diferentes escores avaliados;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados acima descritos faz-se necessario a realizagdo de mais
estudos utilizando animais com niveis espermatogénicos inferiores e superiores, com
intuito de definir completamente a participacdo do MHC-1b no testiculo bovino. Além
disso, outras moléculas relacionadas a interacdes hormonais ou receptores estruturais,
podem estar envolvidas no mecanismo da espermatogénese, necessitando de estudos
moleculares mais profundos para que sejam propostos reais marcadores de qualidade

espermatogénica que auxiliem nesta avaliacdo reprodutiva.
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