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RESUMO

A espermatogénese consiste em um processo de modificagbes morfoldgicas,
fisioldgicas e bioguimicas complexas que ocorrem nos testiculos, baseado em uma série de
divisdes (mitéticas e meidticas), que resultam na formacdo de espermatozoides nos tubulos
seminiferos. Qualquer alteracdo ao longo desse processo pode determinar distarbios
reprodutivos variados que determinam subfertilidade até a infertilidade. O objetivo desta
pesquisa foi analisar a expressdo dos genes Protamina tipo 1 (PRM-1), Proteina de Transicao
Nuclear do tipo 2 (TNP-2), enzima 17B-Hidroxiesterdide Desidrogenase tipo 3 (17p-HSD3),
Receptor do Horménio Luteinizante (LHR), Complexo de Histocompatibilidade Principal de
classe I (MHC-I), MIC-B, NC1 e NC3 na espermatogénese de bovinos, correlacionando os
resultados ao nivel de maturacdo histologica do epitélio seminifero. Foram utilizados
testiculos de 36 bovinos, sem padrdo racial e independente da idade. A luz do nosso
conhecimento, este € o primeiro estudo em bovinos que utiliza os critérios de Johnsen para
correlacionar os escores médios a expressao diferencial dos genes envolvidos no processo de
espermatogénese. O RNA extraido do parénquima testicular foi submetido ao RT-PCR em
tempo real, sendo os genes (PRM-1, TNP-2, 178-HSD3, LHR, MHC-I, MIC-B, NC1, NC3)
avaliados com base na analise histologica. Constatou-se que os individuos avaliados
pertenciam aos escores médios: seis, sete e oito, e que ndo houve diferenca estatistica
significativa (p>0,05) nos escores da espermatogénese entre os testiculos direito e esquerdo
de cada animal. Os resultados obtidos da anélise do gRT-PCR demonstraram que todos 0s
genes avaliados foram expressos no testiculo bovino nos diferentes escores estudados, embora
a magnitude de expressdo de cada gene tenha sido extremamente variavel dentro do mesmo
escore e somente para alguns genes quando comparados entre os escores. Houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) para a expressdo do gene TNP-2 quando comparados 0s
niveis de expressao entre os escores sete e oito, assim como para o gene 173-HSD3, quando
comparados 0s escores seis e oito. O gene PRM-1 foi 0 mais expresso nos trés escores
encontrados, no entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) quando
comparado entre eles. Ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) na expressao dos
genes MHC-1 genérico e 0 MHC-Ib (MIC-B, NC1 e NC3) quando comparada as médias dos
trés escores avaliados, podendo-se sugerir que estas moléculas tem acdo indireta na
espermatogénese bovina. Houve correlacdo positiva significativa (p<0,05) entre os niveis de
transcri¢do dos genes 17p-HSD3 e LHR, assim como entre PRM-1 e TNP-2, no escore oito. A
partir dos resultados obtidos foi possivel observar que a avaliacdo histopatoldgica do testiculo
bovino aliada a técnicas moleculares sdo importantes na qualificacdo da espermatogénese,
podendo auxiliar no progndstico de animais com producdo espermatica normal a anormal; 0s
genes MHC-I genérico, MHC-Ib e LHR foram pouco expressos, sugerindo que estas
moléculas atuam indiretamente na espermatogénese; os niveis de transcricdo dos genes PRM-
1, TNP-2 e 17p-HSD3 foram relativamente altos, demonstrando que os animais apresentavam
boa espermatogénese; os genes PRM-1, TNP-2, 17p8-HSD3 e LHR atuam diretamente no
desenvolvimento diferencial das células germinativas durante a espermatogénese e que
alteracdes durante o processo transcricional podem interferir na capacidade reprodutiva dos
machos.

Palavras-chave: bovino, espermatogénese, MHC-I, PRM-1, qPCR, TNP-2.



ABSTRACT

The spermatogenesis consists of a number of divisions (mitotic and meiotic) and
morphological, physiological and biochemical complex, resulting in the formation of sperm
cells in the seminiferous tubules, and any changes in the process can lead to reproductive
disorders such as infertility. The objective of this research was to analyze the expression of
genes protamine type 1 (PRM-1), transition protein nuclear type 2 (TNP-2), 17p-
hydroxysteroid enzyme dehydrogenase type 3 (17BHSD-3), luteinizing hormone receptor
(LHR), Major Histocompatibility Complex class | (MHC-I), MIC-B, NC1 and NC3
spermatogenesis cattle, correlating the results to histological maturation level of the
seminiferous epithelium. Testis of 36 cattles without racial standard and independent of age
were used. In the light of our knowledge, this is the first study in cattle using the criteria of
Johnsen to correlate the average scores for differential expression of genes involved in
spermatogenesis process. The RNA extracted from the testicular parenchyma was subjected to
RT-PCR in real time, and genes (PRM-1, TNP-2, 178-HSD3, LHR, MHC-Ib, MIC-B, NC1,
NC3) evaluated based on histological analysis. It was found that the evaluated individuals
belonged to the mean scores: six, seven and eight, and that there was no significant statistical
difference (p>0.05) in the spermatogenesis scores between the right and left testicles of each
animal. The results obtained from the gRT-PCR analysis demonstrated that all the evaluated
genes were expressed in the bovine testis in the different scores studied, although the
magnitude of expression of each gene was extremely variable within the same score and only
for some genes when compared between the scores. There was a significant statistical
difference (p<0.05) for TNP-2 gene expression when comparing the levels of expression
between scores seven and eight, as well as for the 17B-HSD3 gene, when scores six and eight
were compared. The PRM-1 gene was the most expressed in the three scores found, however,
there was no statistically significant difference (p>0.05) when compared between them. There
was no statistically significant difference (p>0.05) in the expression of the generic MHC-1 and
MHC-Ib genes (MIC-B, NC1 and NC3) when compared to the means of the three evaluated
scores, suggesting that these molecules have an indirect effect on bovine spermatogenesis.
There was a significant (p<0.05) positive correlation between the transcription levels of the
17B-HSD3 and LHR genes, as well as between PRM-1 and TNP-2 in score eight. From the
obtained results it was possible to observe that the histopathological evaluation of the bovine
testis allied to molecular techniques are important in the qualification of the spermatogenesis,
being able to aid in the prognosis of animals with normal to abnormal sperm production; the
generic MHC-1, MHC-Ib and LHR genes were poorly expressed, suggesting that these
molecules act indirectly on spermatogenesis; the transcription levels of PRM-1, TNP-2 and
17-HSD3 genes were relatively high, demonstrating that the animals had good
spermatogenesis; the genes PRM-1, TNP-2, 17B-HSD3 and LHR act directly on the
differential development of germ cells during spermatogenesis and that changes during the
transcriptional process may interfere with the reproductive capacity of males.

Keywords: bovine, spermatogenesis, MHC-1, PRM-1, gPCR, TNP-2.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de
2014, o efetivo do rebanho bovino brasileiro totalizava 212.343.932 cabecas, sendo no estado
do Maranh&o, 7.758.352 cabegas.

Segundo Leite, Moraes e Pimentel (2001) taxas reprodutivas deficientes podem
promover prejuizos econémicos na propriedade rural, devido ao maior intervalo entre partos
e, consequentemente menor producdo de leite e de bezerros, despesas com manutencdo de
fémeas secas, alta taxa de descarte e de doses de sémen/concepgéo.

O testiculo € um importante 6rgao do sistema reprodutivo, onde complexas divisdes
mitoticas e meioticas, além de modificacdes morfoldgicas, fisioldgicas e biogquimicas
resultam na formacdo de espermatozoides posteriormente observados no interior dos tabulos
seminiferos, processo este denominado de espermatogénese (JOHNSON et al., 2000; GAO et
al., 2014).

Essas transformac@es sincronizadas que promovem a multiplicacdo e diferenciacdo
das células germinativas dependem da acdo de gonadotrofinas: Hormonio Luteinizante (LH),
encontrados primariamente nas células de Leydig, assim como em células da linhagem
espermatogénicas; e Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) com receptores restritos as células
de Sertoli (GRISWOLD, 1995).

Adicionalmente, a testosterona também possui um importante papel na manutencao da
meiose e espermiogénese (COUROT; ORTAVANT, 1981). A importancia deste horménio
consiste na participagdo da enzima 17p-Hidroxiesteroide Desidrogenase tipo 111 (173-HSD3)
que tem a funcdo de converter a androstenediona em testosterona (LACROIX; GARNIER;
PELLETIER, 1977). O aumento na circulacdo de androstenediona, produz reducdo nos niveis
de testosterona e consequentemente um ‘“feedback” negativo a secrecdo de GnRH e redugao
na liberacdo de LH (MCCARTHY; CONVEY; HAFS, 1979), promovendo deficiéncia na
producdo de espermatozoides e consequentemente infertilidade (WALKER, 2008; SHUPE et
al., 2011).

Outras proteinas também participam do processo de espermiogénese, sdo elas as
Proteinas de Transi¢cdo Nuclear (TNPs) e Protaminas (PRMs). As TNPs, principalmente a do
tipo 1, estimulam o relaxamento da fita do Acido Desoxirribonucleico (DNA) pela acdo da
enzima topoisomerase | (MEISTRICH et al., 2003) e consequentemente facilitam a

substituicdo das histonas por PRMs. Nas espermatides redondas haploides, as PRMs se ligam
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no sulco menor da fita do DNA, promovendo a neutralizag&o dos grupos fosfato da cadeia de
DNA, determinando na condensacdo da cromatina (SOUZA, 2014). Assim, as PRMs tém alta
capacidade de compactacdo da cromatina, garantindo integridade do genoma paterno e
protecdo contra acdo de nucleases e agentes mutagénicos durante o transporte do
espermatozoide no trato genital feminino e masculino (KUSSLER, 2012), além de conferir
estabilidade do nicleo do espermatozoide, devido sua forma pequena e hidrodinamica,
facilitando deslocamento da ceélula espermatica pelo trato feminino (OLIVA, 2006;
SHARMA; AGARWAL, 2011).

Os genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) codificam dois tipos
de proteinas de superficie celulares, MHC de classe | e Il, as quais apresentam antigenos
peptidicos especificos para ligacdo aos linfocitos T (KELLEY; WALTER; TROWSDALE,
2005), sendo que as de classe | sdo subdivididas em moléculas classicas (MHC-1a) e ndo
classicas (MHC-Ib) (HUNT; ANDREWS; WOOD, 1987; GOGOLIN-EWENS et al., 1989;
DONALDSON et al., 1990; DAVIES, 2007). O MHC-Ib possui expressao celular restrita,
podendo atuar como ligantes para receptores de leucdcitos, incluindo os receptores inibitorios
codificados nos complexos da familia NK2G de células Natural Killer (NK) (SHIROISH et
al., 2003; LEMAOULT et al., 2004; WADA et al., 2004; PARHAM, 2005), no entanto, sua
expressdo no sistema reprodutivo masculino € pouco estudada em outras espécies.

Sabe-se que em humanos, o Antigeno Leucocitario Humano grupo G (HLA-G) ¢
expresso no espermatozoide (CHIANG et al., 1994), na prostata (LANGAT et al., 2006), em
tecidos testiculares e no plasma seminal (LARSEN et al., 2011). Yao et al. (2014)
demonstraram que h& expressdo diferencial de mRNA de HLA-G em tecidos testiculares
humanos com diferentes capacidades espermatogénicas e que desempenha um papel
importante na regulacdo da fertilidade masculina. Em animais, 0 MHC-1b (Mamu-AG) ja foi
descrito em tecidos testiculares do Macaco-Rhesus (RYAN et al., 2002).

Este é o primeiro trabalho que relata a expressdo dos genes MHC-Ia e -Ib no testiculo
bovino e sua correlagdo com a espermatogénese. O objetivo deste estudo foi avaliar a
espermatogénese no parénquima testicular bovino, atraves da avaliacdo histolégica dos
tubulos seminiferos e do nivel de maturacdo do epitélio germinativo de acordo com a
pontuacdo de Johnsen (1970), correlacionando estes resultados a expressdo de genes com acgao
direta na atividade espermatogénica.

13



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bovinocultura

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), estima-se que o efetivo
bovino brasileiro no ano de 2016 totalizava 216.926.500 cabecas, sendo a quantidade de
animais abatidos de 21.264.482, aproximadamente (CONAB, 2016). O valor bruto da
producdo de carne e leite, estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenca da atividade em todos
os estados brasileiros, demonstram a importancia econdmica e social da bovinocultura no pais
(MAPA, 2016). Em 2014, o efetivo bovino no estado do Maranh&o era de aproximadamente
7.758.352 cabecas (IBGE, 2014) e a quantidade de bovinos abatidos em 2016 foi de 371.973
(MAPA, 2016).

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

Segundo Leite, Moraes e Pimentel (2001) taxas reprodutivas deficientes podem
promover prejuizos econdmicos na propriedade rural, devido ao maior intervalo entre partos
e, consequentemente menor producdo de leite e de bezerros, despesas com manutencdo de

fémeas secas, alta taxa de descarte e de doses de sémen/concepcao.

2.2. Espermatogénese

A espermatogénese consiste em um processo de modificacdes morfoldgicas,
fisioldgicas e bioguimicas complexas que ocorrem nos testiculos, baseado em uma série de
divisbes (mitoticas e meidticas), que resultam na formacdo de espermatozoides nos tubulos
seminiferos (COUROT; HOCHEREAU-de RIVIERS; ORTAVANT, 1970; ORTAVANT,
1977; JOHNSON et al., 2000; GAO et al., 2014), onde um inadequado desenvolvimento
diferencial das células germinativas interfere na capacidade reprodutiva (OLIVEIRA-
COELHO, 2007), determinando em uma subfertilidade até a infertilidade.

O epitélio seminifero é composto de células de Sertoli, espermatogdnias,

espermatocitos e espermatides, que arranjadas ordenadamente em estadios, formam ciclos nas
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sec¢Oes transversais do tdbulo seminifero (ANDREUSSI, 2013), sendo assim, 0
conhecimento destes ciclos pode ser Gtil em técnicas para quantificagdo da espermatogénese e
coordenacao das ondas do epitélio (BERNDTSON, 1977). Estas transformagdes iniciam no
compartimento basal, onde ha divisao e proliferacdo das espermatogdnias até espermatocitos
primarios pré-leptoteno, e posterior migracdo pelo compartimento adluminal, no qual ha
continuacdo da fase meidtica apds migracdo dos espermatocitos primarios e espermiogénese
(RUSSELL; PETERSON, 1984; ANDREUSSI, 2013). A divisdo do epitélio germinativo em
dois compartimentos é feita por uma barreira hematotesticular formada por juncdes entre as
células de Sertoli adjacentes (ANDREUSSI, 2013) que confere um microambiente
privilegiado as celulas germinativas contra exposi¢cdo ao sistema imunoldgico durante o
processo de migracdo celular na porcao adluminal (WONG et al., 2005; YAN; CHENG,
2005). Além disso, estudos em ratos descreveram que as células de Sertoli sdo responsaveis
pela produgdo local de citocinas imunossupressoras e fatores proapoptéticos (células T
auxiliares, Thl e Th2, Galectin 1,entre outras) que controlam a formacdo excessiva de
espermatocitos em pré-leptoteno, além de atuarem na eliminacdo de células defeituosas
(DETIN et al., 2003). Pesquisas de Setchell (2008) também relatam a possibilidade de atuacéo
das células endoteliais e peritubulares na restricdo da entrada de substancias nos testiculos,
como horménios peptideos como Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormonio
Luteinizante (LH), vitamina A, entre outras.

Nos mamiferos, a espermatogénese consiste em trés fases distintas: (a) Mitotica ou
espermatogonial: 0s gondcitos ou espermatogdnias tronco sofrem divisbes mitdticas até a
formacdo dos espermatdcitos primarios; (b) Meidtica ou espermatocitaria: os espermatécitos
sofrem divisdes reducionais resultando na formacdo de espermatides; (c) Espermiogénese ou
de diferenciacdo: ocorrem alteracbes morfologicas e funcionais das espermatides até sua
liberacdo para o limen do tubulo seminifero, quando passam a ser espermatozoides (CURTIS;
AMANN, 1981; GRIFFIN, 1988; RUSSELL; FRANCA, 1995) (Figura 1).
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Figura 1. Representacéo esquematica do desenvolvimento da espermatogénese.
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Fonte: Ferraz (2011) adaptado de Senger (2002).

Em bovinos, a espermatogénese tem duracdo de 61 dias e seu desenvolvimento normal
depende da interacdo de fatores nutricionais, genéticos e ambientais (luminosidade,
temperatura e estresse) (COSTA MELLO et al., 2016).

2.2.1. Controle neuroenddcrino da espermatogénese

O sistema reprodutivo nos machos é formado por dois testiculos, dois epididimos, dois
ductos deferentes, glandulas sexuais acessorias € 0 pénis, sendo que o testiculo € um dos
6rgdos mais importantes deste sistema e possui duas fungdes primordiais: (a) producdo de
espermatozoides nos tubulos seminiferos e (b) secrecdo de esteroides pelas células de Leydig
(MURTA; GOMES; MARTINEZ, 2013), que dependem da acdo de duas gonadotrofinas, LH
e FSH (AMANN; SCHANBACHER, 1983).
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O controle enddcrino da espermatogénese depende da atividade do eixo hipotamico-
hipofisério-testicular, onde o Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) estimula a
adeno-hipdfise a liberar o LH e FSH (ROSER, 2001), que por sua vez irdo estimular a
producdo de esteroides gonadais e desenvolvimento das células germinativas (GRISWOLD,
1995). Os receptores do horménio LH (LHR) tem como fungéo estimular a esteroidogénese
(COONCE et al., 2009) e atuar no desenvolvimento e manutengédo da espermatogénese e das
caracteristicas sexuais masculinas (O’DONNEL et al., 2001), sendo crucial para a fertilidade
em mamiferos, e sua expressdo ocorre nas células de Leydig (GRISWOLD, 1995; COONCE
et al.,, 2009), sendo também relatados em espermatogdnias e espermétides de ratos
(HAMALAINEN; POUTANEN; HUHTANIEMI, 2001) e no espermatozdide humano
(EBLEN et al., 2001); em relacdo ao hormdnio FSH sabe-se que a expressao de seus
receptores se restringe as células de Sertoli (GRISWOLD, 1995).

Em bovinos, a habilidade das células de Leydig em responder ao estimulo do LH tem
inicio na puberdade (BOOCKFOR; BARNES; DICKEY, 1983), com producdo de crescentes
guantidades de testosterona, que atuam no controle da diferenciacdo das células de Sertoli e
consequentemente no crescimento das células germinativas (GRIFFIN, 1988). Qualquer
alteracdo ou interrupcdo ocorrida durante 0 processo espermatogénico pode causar
modificagfes no padrédo normal do desenvolvimento celular e na capacidade reprodutiva dos
animais (SHARPE et al., 2003).

Assim, a auséncia do esterdide testosterona causa deficiéncia na producdo de
espermatozoides e consequentemente infertilidade (WALKER, 2008; SHUPE et al., 2011) e
sua deplecéo, falha na espermiagdo em ratos e humanos (HAYWOOD et al., 2003; CHANG
et al., 2004). Algumas transformacfes sdo necessarias para que a célula de Leydig responda
ao LH sintetizando preferivelmente testosterona em altas concentragdes como o incremento
da prolactina em detrimento da androstenediona, devido ao aumento da atividade da 17p-
hidroxiesteroide desidrogenase 111 (17p-HSD3), enzima que converte androstenediona em
testosterona (LACROIX; GARNIER; PELLETIER, 1977).

Adicionalmente, a testosterona também possui um importante papel na manutencao da
meiose e espermiogénese (COUROT; ORTAVANT, 1981). Uma das enzimas gue participam
na conversao da androstenediona em testosterona é a 17B-Hidroxiesteroide Desidrogenase
tipo 111 (17p-HSD3) (LACROIX; GARNIER; PELLETIER, 1977). Estudos de Luu-The,
Belanger e Labrie (2008) identificaram 15 tipos de 17B-HSD em vertebrados, sendo a sua

maioria pertencente a familia desidrogenase/reductase de cadeia curta. Em homens, a perda da
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isoforma 17B-HSD3 é responsavel pela falha na masculinizagdo durante o desenvolvimento
(GEISSLER et al., 1994; ANDERSSON et al., 1996). O eixo hipotalamico-hipofisério-
testicular apresenta um mecanismo de “feedback negativo” da testosterona sobre o GnRH
hipotaldmico, quando ha um aumento na circulacdo de androstenediona, promovendo a
regulacdo da secregédo das gonadotrofinas, com reducdo da frequéncia e pulsos de LH e FSH
pela adenohipofise (SOUZA, 2004). Distirbios nesse mecanismo regulatério, causados por
estresse cronico, idade e espécie animal, podem desencadear em uma deficiéncia na producéo
de espermatozoides e consequentemente infertilidade masculina (MARIC; KOSTIC;
KOVACEVIC, 1996; WALKER, 2008; SHUPE et al., 2011).

Durante a espermiogénese, a cromatina dos espermatozoides sofre Vvérias
modificacdes, entre elas a hiperacetilacdo das histonas (remodelacdo do DNA espermatico)
para facilitar a desmontagem do nucleossoma pela acdo das Proteinas de Transi¢do (PTs),
ricas em arginina e lisina (OLIVA, 2006) que sdo codificadas por cOpias Unicas dos genes
TNP-1 (funcdo de desestabilizar o DNA) e TNP-2 (intimamente ligado aos dois genes da
protamina) (SAILER; JOST; EVENSON, 1995). Ao final deste processo, as PTs sdo
substituidas pelas protaminas (em maior quantidade no espermatozoide) (KUSSLER, 2012)
(Figura 2).

Figura 2. Controle da expressdo dos genes PRM e TNP durante a espermatogénese.

Condensacao da Cromatina

O processo de protaminagdo produz uma alta compactacdo cromatinica, a fim de
proteger a integridade do genoma paterno da agdo de nucleases e agentes mutagénicos durante
o0 transporte dos espermatozoides no trato genital masculino e feminino, além de facilitar o
transporte da célula espermatica pelo aparelho genital da fémea (OLIVA, 2006; SHARMA,;
AGARWAL, 2011). A familia das protaminas do tipo 1 (PRM-1) ja foi estudada em todas as

espécies animais (vertebrados) e a do tipo 2 (PRM-2) estdo presentes em alguns mamiferos
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como camundongos e humanos (OLIVA, 2006; BALHORN, 2007; VRIES et al., 2012) e em
bovinos sua expressdo é considerada baixa (FERRAZ et al., 2013). As PRM sao expressas nas
espermatides arredondadas (STEGER et al., 1998, 2000, 2002; AOKI; LIU; CARRELL,
2005). Segundo Steger (1999), a transcricdo e conversédo do mRNA das PRMs sao
temporalmente suspensas na espermatide em alongamento. Este fato pode contribuir para a
ndo transcricdo da proteina durante a espermiogénese (LEE et al., 1995; STEGER, 1999;
KLEENE, 2003) e alteracGes em sua expressao tém sido associadas a infertilidade masculina
(CHEVAILLIER et al., 1987; AOKI; CARRELL, 2003; AOKI; LIU; CARRELL, 2005;
AOKI et al., 2005, 2006; RAVEL et al., 2007). Assim, uma baixa expresséo deste gene pode
indicar um baixo indice de fertilidade em bovinos (PEDDINTI et al., 2008; FEUGANG et al.,
2010).

2.2.2. Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC)

Os genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) codificam dois tipos
de proteinas de superficie celulares extremamente polimorficas, as quais apresentam
antigenos peptidicos especificos para ligacdo aos linfécitos T: MHC de classe I, expresso na
superficie das células nucleadas e faz apresentacdo dos antigenos peptideos enddgenos
digeridos no citosol as células T citotoxicas (CD8+); e MHC de classe Il, expresso
principalmente nas células apresentadoras de antigenos e apresenta 0s antigenos exdgenos
processados as células T auxiliares (CD4+) (KELLEY; WALTER; TROWSDALE, 2005).

Existem dois grupos de MHC de classe I, classicos (MHC-1a) e ndo classicos (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
linfocitos T citotoxicos. Em algumas espécies de mamiferos, células trofoblasticas nédo
expressam moléculas classicas nos primeiros meses de gestacdo (HUNT; ANDREWS;
WOOD, 1987; GOGOLIN-EWENS et al., 1989; DONALDSON et al., 1990).
Adicionalmente, os genes de MHC-Ib sd&o monomdrficos ou oligomorficos e possuem
expressao celular restrita (DAVIES, 2007). Além disso, os produtos destes parecem ter
diversas func@es, dentre elas, atuar como ligantes para receptores de leucdcitos, incluindo os
receptores inibitdrios codificados nos complexos da familia NK2G de células natural Killer
(SHIROISH et al., 2003; LEMAOULT et al., 2004; WADA et al., 2004; PARHAM, 2005).
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O MHC humano ou Antigeno Leucocitario Humano (HLA) foi descoberto por
Dausset, Payne e Van Rood na década de 50, quando verificaram diferencas entre leucdcitos
de diferentes individuos ao realizarem estudos soroldgicos em pacientes transfundidos
(LAMM; OLASEN, 1985). O HLA possui aproximadamente 4.000kb de comprimento e
localiza-se no brago curto do cromossomo 6 (LAMM; OLASEN, 1985; BELL, 1989;
HYLENIUS et al., 2004). Este sistema génico apresenta trés regides distintas: HLA-I e HLA-
I que codificam as proteinas HLA apresentadoras de antigenos para linfocitos T; e HLA-III,
que codifica outras proteinas ndo apresentadoras de antigenos, com ou sem participacdo na
resposta imunolégica (FERNANDES et al., 2003).

2.2.2.1. MHC 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 locus fortemente ligados entre si, cujos genes codificam moléculas
da superficie celular relacionadas a resposta imunoldgica (ALIZADEH; KARROW,;
MALLARD, 2003). A estrutura genética do BoLA foi descrita pela primeira vez por Spooner
em 1978 e funcionam de forma anadloga a de humanos e de camundongos (AMILLS et al.,
1998). O complexo BoLA subdivide-se em trés regides: BoLA-I, importante no processo de
destruicdo de células infectadas por virus; BoLA-IIl, com acdo na apresentacdo de antigenos,
na regulacdo da interagdo entre células imunocompetentes e no inicio da resposta
imunoldgica; BoLA-IIl participando do sistema complemento e envolvimento em
imunocomplexos, fagocitose, reacdo inflamatdria e citotoxicidade (SINGH et al., 1997).

O MHC de classe | bovino (BoLA-1) possui moléculas classicas e ndo classicas
(BABIUK et al.,, 2007) que desempenham papel importante na regulacdo da resposta
imunoldgica, por sua atuacdo na apresentacdo de antigenos as células T citotoxicas (CD8+)
(ZINKERNAGEL; DOHERTY, 1975). Os loci nédo 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 ¢
oligomorfico ou polimdrfico, com cinco alelos e auséncia do dominio transmembrana, devido
a completa delecdo do exon 5; 0 NC2 e NC3 sdo monomorficos e expressos em altas
concentragfes no trofoblasto; o NC4, igualmente ao lécus NC1, é oligomorfico, mas é

expresso em baixos niveis no trofoblasto (BIRCH et al., 2008).
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As proteinas do MHC-Ib s8o expressas em tecidos especificos e sob condi¢fes
especificas (BIRCH et al., 2008). Como resultado de um “splicing” alternativo, estas
proteinas sdo produzidas como isoformas transmembranares e soliveis (HUNT et al., 2005),
determinando sua 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).

Genes relacionados a cadeia do MHC-Ib (MIC-B) 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). A similaridade de tamanhos de
intron e sequéncia dentro das regides codificadoras de bovinos MIC-1, MIC-2, MIC-3, MIC-4
e sua proximidade, sugerem que estes podem ter surgido por duplicacdo de um gene ancestral
(BIRCH et al., 2008). Esses genes codificam glicoproteinas com estrutura de dominio
semelhante as moléculas do MHC-I cléssico, no entanto, apresentam algumas diferencas: 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 padrdes de expressdo 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 Il bovino (BoLA-Il) é expresso em células especializadas do
sistema imunolégico, como os linfocitos e foi subdividido em BoLA-Ila e -1lb, com base no
mapeamento genético (AMORENA; STONE, 1980; LEVEZIEL; HINES, 1984; VAN EIJK;
STEWART-HAYNES; LEWIN, 1992; DAVIES et al., 1997; MOTA, 2003). As sub-regibes
Bola-1la e BoLA-IIb estdo a aproximadamente 15 centimetros de distancia, sendo que o
segmento BoLA-lla contém o conjunto de genes DR e DQ (SCOTT; CHOI; BRANDON,
1987). O gene BoLA-DRB3 tem sido amplamente estudado por seu grande polimorfismo
(TAKESHIMA; 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., 1998) 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-III 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

TNFp) que nao sao considerados parte do MHC (ANTCZAK et al., 1982; LEWIN, 1996).
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Quando comparado com as fémeas, considerando que em bovinos a expressédo de
antigenos MHC classe | (principalmente ndo cléssicos) nas células trofoblasticas da regido
intercotiledonaria da placenta durante o terceiro trimestre de gestacdo (DAVIES; FISHER;
SCHLAFER, 2000; DAVIES et al., 2006; SHU et al., 2012; SANTOS et al., 2015) e durante
a pré-implantagdo (NAIB et al., 2011) foi bem analisada, a sua expressdo no sistema
reprodutivo masculino permanece obscura. Nas fémeas, acredita-se que essas diferencas na
expressao do MHC ndo possuam efeito adverso na gestacdo, pelo contrario, sao
provavelmente benéficos para o estabelecimento da gestacdo em bovinos (JOOSTEN;
SANDERS; HANSEN, 1991). Em tecido testicular bovino, sua expressao nunca fora estudada
anteriormente, entretanto, ja se sabe que em humanos o HLA-G ja foi descrito no
espermatozoide (CHIANG et al., 1994), na prostata (LANGAT et al., 2006), em tecidos
testiculares e no plasma seminal (LARSEN et al., 2011) e em tecidos testiculares humanos
com diferentes capacidades espermatogénicas (YAO et al., 2014); em Macaco-Rhesus, 0 gene
Mamu-AG, homologo do HLA-G humano, ja foi estudado em tecidos testiculares (RYAN et
al., 2002).

Estudos de outros autores sugerem que o HLA-G estd presente nos tecidos

reprodutivos masculinos por dois motivos:

a) Esta molécula ja foi detectada em locais imunoprivilegiados, como a placenta e o olho (LE
DISCORDE et al., 2003), podendo também ser verificado nos testiculos, por estes serem
considerados um local imunologicamente privilegiado. Logo, falhas em desencadear respostas
imunolégicas nestes locais podem estar relacionadas, em parte, devido a presenca de citocinas
inibitdrias, as quais inibem respostas inflamatdrias (FIJAK; MEINHARDT, 2006). Dessa

forma, sugere-se que o MHC-Ib atue nesse tecido para inibindo a atividade das células NK.

b) O plasma seminal parece ter um efeito imunol6gico 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 indugdo de tolerancia
materna aos antigenos paternos. Esta inducéo de toleréncia halogénica as moléculas de HLA

paternos no feto pode ser importante para o sucesso da gravidez (LARSEN et al., 2011).
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Assim, neste estudo sera avaliada a espermatogénese de acordo com a pontuacao de
Johnsen (1970), por meio da avaliacdo histologica dos tubulos seminiferos e classificacdo
entre 1 e 10 do nivel de maturacdo do epitélio germinativo (REIS, 2012).

Neste caso, 0 conhecimento da espermatogénese e fisiologia testicular é fundamental
para a identificacdo de causas potenciais de infertilidade e subfertilidade e a compreenséo dos
processos que definem a capacidade de producdo espermatica. Adicionalmente, foi realizada
avaliacdo da expressdo de genes relacionados a atividade espermatogénica em tecidos do
sistema reprodutor de bovinos, correlacionando os dados histoldgicos de diferenciacdo celular

a resposta dos principais genes com acéo na espermatogénese.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Analisar a expressdo dos genes Protamina tipo 1 (PRM-1), Proteina de Transicdo
Nucelar (TNP-2), enzima 17B-Hidroxiesteroide Desidrogenase tipo 3 (17p-HSD3),
Receptor do Hormonio Luteinizante (LHR), Complexo de Histocompatibilidade
Principal de classe | (MHC-1), MIC-B, NC1 e NC3 relacionados a espermatogénese
no testiculo bovino.

3.2. Especificos

Avaliar histologicamente o0s niveis de espermatogénese no parénquima testicular
bovino.

Observar o perfil de expressdo de genes relacionados a espermatogénese no tecido
testicular (Protamina, Proteina de Transicdo Nuclear, enzima 17pB-Hidroxiesterdide
Desidrogenase tipo |Il1l, Receptor do Hormdnio Luteinizante, Complexo de
Histocompatibilidade Principal classe I classico e ndo classico).

Correlacionar as analises histopatologicas a expressdo diferencial dos genes

envolvidos no processo de espermatogénese.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Colheita de amostras

A colheita das amostras foi realizada em matadouro do municipio de Séo Luis,
Maranhdo, de acordo com o numero de animais inteiros disponiveis (Figura 3). Foram

utilizados ambos os testiculos de 36 bovinos, sem padrao racial e independente da idade.

Figura 3. Rebanho bovino em periodo de descanso e dieta hidrica.

Imediatamente apds o abate, foi feita antissepsia cuidadosa dos testiculos utilizando-
se alcool 70%, seguida da abertura e retirada de fragmentos do parénquima testicular (direito
e esquerdo) (Figura 4A e B). Para a analise histologica, as amostras foram acondicionadas em
formalina tamponada a 10% e processadas em Laboratorio de Anatomopatologia da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Para os testes moleculares, os fragmentos
foram acondicionados em criotubos estéreis, livres de nucleases, contendo a solucdo de
estabilizacdo RNAlater® (Life Technologies), mantidas sob refrigeracdo por 24 horas,
seguida de armazenamento a -20°C até a realizacdo da gRT-PCR no Laboratorio de Patologia
Molecular da UEMA.
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Figura 4. Testiculo bovino apés antissepsia. A. Corte transversal do testiculo bovino. B. Retirada de fragmentos
para analise histoldgica.

r

4.2. Andlise histopatoldgica

Os tecidos foram desidratados, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
parafina histolégica pela técnica de rotina histologica. Os blocos foram cortados em
microtomo de rotacdo a cinco micrdmetros (5 um) de espessura e corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE), seguindo-se a montagem das laminas. A leitura das laminas foi
realizada em microscopio optico (LEITE, 2009).

Segundo Johnsen (1970) e McLachlan et al. (2007), inclui a observacdo de
caracteristicas gerais das células testiculares, com verificagdo de uniformidade e/ou
heterogeneidade da morfologia espermatica, diametro dos tabulos seminiferos, com ou sem
fibrose, avaliacdo de células de Sertoli e de Leydig. Nesta classificagdo histopatologica
podem ser identificados cinco padrbes da espermatogénese:

a. Normal: calibre regular dos tubulos seminiferos, presenca de todas as células

espermaticas (células de Sertoli, espermatogdnias, espermatdcitos, espermatides e

espermatozoides maduros no tecido testicular).
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b. Sindrome das células de Sertoli ou aplasia germinativa: somente células de Sertoli nos
tibulos seminiferos.

c. Espermatogénese incompleta ou Parada de Maturacdo de Células Germinativas: ha
interrupcdo completa e uniformidade da evolucdo dos grupos celulares em todos os
tibulos seminiferos. Comumente associada a espermatocitos primarios.

d. Hipoespermatogénese: presenca de todos os tipos celulares em menor nimero.

e. Hialinizacdo tubular: ha fibrose peritubular com auséncia de células germinativa e de

Sertoli.

4.2.1. Avaliacdo da espermatogénese

Foram analisados ambos os testiculos de 36 animais, totalizando 72 laminas
histologicas de parénquima testicular. Para a classificacdo da espermatogénese, foram
analisados 40 tdbulos seminiferos/lamina por microscopia optica com aumento de 40x e
posterior realizacdo de calculo do escore médio segundo recomendacdo de Johnsen.
Verificaram-se 0s cortes transversais dos tdbulos que se apresentavam integros (ndo
danificados) e aqueles completamente hialinizados quando possivel identificacdo. Os tubulos
seminiferos foram classificados entre 1 e 10, conforme o nivel de maturacdo do epitélio

germinativo, considerando o grupo celular mais avancado no tabulo (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de avaliacdo espermética segundo a pontuagdo de Johnsen.

PONTUACAO .
DE JOHNSEN CELULAS ENCONTRADAS
Espermatogénese completa com muitas espermatides alongadas. Epitélio germinativo
Escore 10 . , :
organizado com espessura preservada e a luz do tubulo livre.
Presenca de muitas espermatides alongadas, com epitélio germinativo desorganizado,
Escore 9 x . N .
descamacdo ou obliteracdo da luz do tabulo.
Escore 8 Menos de cinco espermatides alongadas no corte transversal do tbulo seminifero.
Auséncia de espermatides alongadas e presenca de muitas espermatides em alongamento e
Escore 7
arredondadas.
Auséncia de espermatides alongadas e menos de cinco espermatides em alongamento e
Escore 6
arredondadas.
Escore 5 Auséncia de espermatides e presenca de muitos espermatocitos.
Escore 4 Presenca de menos de cinco espermatécitos e auséncia de espermatides.
Escore 3 Somente espermatogdnias no tdbulo seminifero.
Escore 2 Auséncia de células germinativas e presenca de apenas células de Sertoli.
Escore 1 Auséncia de células no corte transversal do tubulo seminifero.

Fonte: Johnsen (1970).
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Apo6s o reconhecimento morfoldgico dos diferentes tipos celulares que compdem o
epitélio seminifero, os tubulos classificados foram multiplicados pela sua nota e a esta
somada, a pontuacdo total de Johnsen foi determinada dividindo o valor total obtido pelo

ndmero de tdbulos avaliados:

e (TUbulos seminiferos classificados X Nota dos tlbulos)
Escore médio =

NUmero de tlbulos avaliados/lamina

4.3. Analise molecular
4.3.1. Extracdo de RNA

Apos analise histopatoldgica quantitativa dos tdbulos seminiferos e classificagdo dos
escores médios, selecionaram-se ao acaso 12 fragmentos de testiculo de cada escore para
realizacdo do estudo descritivo do perfil de expressdo génica. Para a extracdo de RNA,
primeiramente o tecido coletado foi macerado e adicionado 1mL de Trizol (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA) em microtubo livre de nucleases. Em seguida, foram adicionados 200uL
de cloroférmio, homogeneizado vigorosamente e incubado em temperatura ambiente por trés
minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos a 4°C, para separagdo
em trés fases (fenol-cloroférmio inferior; interfase; fase aquosa superior incolor).

O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, adicionado 500pL de isopropanol
(para precipitacio do RNA), armazenado em temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugado a 12.000xg por 10 minutos a 4°C. O pellet foi lavado com 1mL de etanol 70%,
homogeneizado em vértex e centrifugado a 7.500xg por cinco minutos a 4°C. O sobrenadante
foi removido e 0 microtubo deixado secar a temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos. O RNA foi re-hidratado em 30puL de a4gua livre de RNAse.

4.3.2. Sintese de cDNA

O RNA (1,5pg) obtido da extracdo pelo método do Trizol, foi retrotranscrito em
cDNA utilizando-se o kit comercial Super Script 1l First-Strand Synthesis System para RT-
PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), com reacdo de volume final de 20uL. Para a sintese
foram utilizados 3,0uL de agua DEPC, 1,0uL. de Random Hexamero (50ug/ul), 1,0ul de
Anneling Buffer, 2,0uL de RNAse OUT™ Enzime Mix, 10,0uL de 2x First-Strand Reaction
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Mix. Os pardmetros utilizados para a sintese do cDNA foram: 65°C por cinco minutos,
incubado em gelo por um minuto, 25°C por 10 minutos, 50°C por 50 minutos. Terminada a
reacao a 85°C por cinco minutos, incubou-se em gelo por um minuto. Posteriormente 0 cDNA

foi armazenado a -20°C, até realizacdo da gRT-PCR.

4.3.3. PCR quantitativa em Tempo Real (qQRT-PCR)

Nas reacdes de gRT-PCR foram utilizados sequéncias de primers genéricos de MHC-I,
denominado Bov 7 e 11 (BIRCH et al., 2006), que amplificam uma sequéncia de MHC-I
classico e alelos ndo cléassicos do I6cus NC1; primers especificos para MHC-I ndo cléssicos,
NC1, NC3 e MIC-B (SHU et al., 2012); Protamina tipo 1 (PRM-1) e Proteina de Transicdo
Nuclear tipo 2 (TNP-2) (FERRAZ et al.,, 2013). Os primers especificos para 17f3-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo III (173-HSD3) e Receptor de Hormonio Luteinizante
(LHR) foram delineados com o auxilio do programa Primer 3. O GAPDH e a B-actina foram

utilizados como normalizadores das reagdes. Na tabela 2 sdo descritos 0s primers testados.

Tabela 2. Sequéncias dos primers para amplificagdo do mRNA dos genes envolvidos na espermatogénese
bovina e normalizadores GAPDH e B-actina, tamanho do produto pB para as reagtes de RT-PCR em tempo real.

Gene Primers (5°-3%) pB NCBI Referéncia
MHC-I GGCTACGTGGACGACACG (F) .
genérico CCCTCCAGGTAGTTCCT (R) 410 NM_001105651.1  Birch et al. (2006)

AGAAAGGAGGCTTACATTCCC (F)

MIC-B O OO AN BCTHOCT ARG (R) 199 NM_001127317  Shuetal. (2012)
NC1 e SORTCARCROATSS ((Ff)) 181  BC109706 Shu et al. (2012)
NC3 A?éé?fgﬁggégégfgfﬁﬁ%'z) 198 DQ140378 Shu et al. (2012)

PRM-1 AGGCAATGACCACCGAAJTGCCTTC%CTTC%A%%C(F(QF)) 112 BC108207  Ferrazetal. (2013)

TNP-2 GTGCTCCTTCACCT%%(TBQSTGCAACTTCCCATCTA(F(Q? 100 BC109800  Ferrazetal. (2013)
LHR Tcgggfféggggﬁégﬁéﬁgﬂ)@ 199 NM_174381 Proprio
17-HSD3 TTGGCGCTCTCCATCCCATAAGTCTTCGTCC;gTACGCATC((FF){) 187 NM_001076439 Préprio

GAPDH CAGAAGGCTGCCGCTCACTTG (F) 195 NM_001034034.2 Davies et al. (2006)

GCTGACAATCTTGAGGGTGTTG (R)

B-actina GTCCACCTTCCAGCAGATGT (F) 245 BT030480 Ferraz et al. (2013)
GTCACCTTCACCGTTCCAGT (R)

*MHC-I (Complexo de Histocompatibilidade Principal classe 1), PRM-1 (Protamina tipo 1), TNP-2 (Proteina de
Transicdo Nuclear tipo 2), LHR (Receptor de Horménio Luteinizante), 17B-HSD3 (Enzima 17feta
Hidroxiesterdide Desidrogenase tipo 3)
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Para a realizagdo do gRT-PCR, foi utilizado 1pL de cDNA, 0,5uL do par de primers
de cada gene alvo a 10uM, 3uL de agua DEPC, 5uL do kit PowerUp™ SYBER® Green
Master Mix (2X) (Applied Biosystems by Life Technologies) ¢ em um volume final de 10uL
por reacdo. As amostras foram preparadas em placas de 96 pocos e acondicionadas em
termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems) para amplificagdo do cDNA. As placas foram
submetidas a 50°C durante dois minutos (incubacgédo) e 95°C por dois minutos (ativacdo das
reacOes), e em seguida, a 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C durante um minuto

(desnaturacao, anelamento e extensdo das fitas de DNA).

4.3.4. Andlise estatistica

Os resultados histopatoldgicos foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, fixando-se em 0,05 ou 5% (p<0,05) o nivel para rejeicdo da hipétese de
nulidade, conforme utilizado por Alves, Tubino e Goldenberg (1997).

Os dados moleculares foram avaliados utilizando-se o método Ct comparativo
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e normalizados com base na expressdo dos genes endégenos
GAPDH e B-actina.

Correlagbes ndo paramétricas de Spearman foram utilizadas para verificar a relacéo
entre a expressao diferencial dos genes envolvidos no processo de espermatogénese com o
nivel de maturacdo histoldgica do epitélio germinativo.

O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para realizacdo das analises estatisticas. O
nivel de significAncia considerado para todos os testes foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise histopatoldgica e da espermatogénese do testiculo bovino

Testiculos bovinos foram coletados e avaliados quanto a classificagdo histopatologica
da espermatogénese. Verificou-se que os animais apresentavam espermatogénese normal de
acordo com os parametros descritos por Johnsen (1970) e McLachlan et al. (2007), pois 0s
tecidos avaliados neste trabalho apresentavam diametro regular da luz tubular e ocorréncia de

todos os tipos celulares na maioria dos tubulos seminiferos analisados (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia representativa de um testiculo bovino utilizado no estudo. A. Tubulos seminiferos (1)
e espaco intersticial contendo células de Leydig (2) (10x). B. Tubulo seminifero apresentando espermatog6nias
(3) espermatocnos prlmarlo (4) espermatldes arredondadas (5)e espermatldes alongadas (6). HE (40x).
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Durante a avaliagdo histopatoldgica do testiculo foi realizada uma anélise quantitativa
através da atribuicdo de escores médios para avaliacdo da espermatogénese bovina, baseada
na verificagdo morfologica dos tubulos seminiferos (células de Leydig, espermatogonias,
espermatocitos, espermatides arredondadas e/ou em alongamento e alongadas). Na
amostragem alcancada de 36 animais, os testiculos avaliados foram classificados nos escores
médios: seis, sete e oito. Sendo o escore sete 0 mais frequente (n=46/72, 63,89%), seguido
dos escores seis (n=14/72; 19,44%) e oito (n=12/72; 16,67%) (Tabela 3). Deve-se destacar
que, ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparados os escores médios dos
testiculos direito e esquerdo (média aritmética dos escores obtidos de todos os testiculos
direitos e esquerdos) dos animais utilizados nesse estudo (Figura 6).
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Tabela 3. Frequencia do escore médio das amostras testiculares de bovinos obtidos em matadouro comercial,
Sao Luis-MA, Brasil.

Escore Médio N Frequéncia (%)
6 14 19,44
7 46 63,89
8 12 16,67
Total 72 100,00

Figura 6. Comparacdo dos escores médios de bovinos dos testiculos direitos e esquerdos. Colunas representam a
média aritmética (n=36) e erro padrao.
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N&o foram observadas alteracfes patoldgicas, tais como, testiculos ectopicos, orquite

uni ou bilateral, torcéo testicular ou criptorquidismo.

5.2. Expressdo génica de MHC-I genérico, MIC-B, NC1, NC3, LHR, 17-HSD3, PRM-1
E TNP-2 no parénquima testicular bovino

Ap6s analise histopatoldgica quantitativa da espermatogénese, selecionaram-se ao
acaso 12 fragmentos de testiculo de cada escore (6, 7 e 8) para realizagdo do estudo descritivo
do perfil de expressdo génica. Como os valores de Ct do GAPDH apresentaram maior
estabilidade quando comparados aos valores de Ct da B-actina, o0 gene GAPDH foi escolhido
como normalizador para o calculo da transcricdo relativa dos genes envolvidos na
espermatogénese bovina.

Os resultados obtidos demonstraram que todos os genes avaliados (MHC-I genérico,
MIC-B, NC1, NC3, LHR, 173-HSD3, PRM-1 e TNP-2) foram expressos no testiculo bovino
nos diferentes escores estudados, embora a magnitude de expressao de cada gene tenha sido
extremamente varidvel dentro do mesmo escore e somente para alguns genes quando

comparados entre os escores (Figura 7). Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05)
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para a expressdo do gene TNP-2 quando comparados 0s niveis de expressdo entre 0s escores
sete e oito, assim como para o gene 17p-HSD3, quando comparados 0s escores seis e oito. O
gene PRM-1 foi 0 mais expresso nos trés escores encontrados, no entanto, ndo houve
diferenca estatistica significativa quando comparado entre eles. Ndo houve diferenca
estatistica significativa na expressao dos genes MHC-1 genérico e 0 MHC-1b (MIC-B, NC1 e
NC3) quando comparada as médias dos trés escores avaliados. Além disso, nossas analises
demonstraram que quando comparadas as médias dentro do mesmo escore (6, 7 ou 8) houve
diferenca estatistica significativa entre os genes MHC-1 genérico, MIC-B, NC1, NC3, LHR e
17B-HSD3 quando comparados tanto ao gene PRM-1 (p<0,05) quanto ao gene TNP-2
(p<0,05). Interessantemente, os niveis de expressdo do gene PRM-1 foi significativamente

maior que o nivel de expressdo do gene TNP-2 (p<0,05) (Figura 7).

Figura 7. Expressdo dos genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal classe | classico (MHC-I
genérico), MHC classe | ndo classico (MIC-B, NC1 e NC3), Receptor de Horménio Luteinizante (LHR), Enzima
17B-Hidroxiesteroide Desidrogenase tipo Il (17p-HSD3), Protamina tipo 1 (PRM-1) e Proteina de Transi¢ao
Nuclear tipo 2 (TNP-2) nas 36 amostras testiculares analisadas. Colunas representam média aritmética (n=36) e
erro padrao.
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Ao correlacionar os niveis de transcricdo dos genes estudados e o0s escores
encontrados, observou-se apenas correlagdo positiva significativa (p<0,05) e alta (r>0,70)
somente para 0 gene MHC-1 genérico em relacdo ao escore seis. Os demais genes
apresentaram correlacbes ndo significativas (p>0,05), medias (0,40<r<0,70) ou baixas
(r<0,40) em relacao aos diferentes escores estudados (Tabela 4).
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Tabela 4. Correlagdo entre os niveis de transcri¢do dos genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal
classe | classico (MHC-I genérico), MHC classe | ndo classico (MIC-B, NC1 e NC3), Receptor de Horménio
Luteinizante (LHR), Enzima 17B-Hidroxiester6ide Desidrogenase tipo III (17p-HSD3), Protamina tipo 1 (PRM-
1) e Proteina de Transi¢do Nuclear tipo 2 (TNP-2) nos trés escores estudados (valores de r).

Genes Escore 6 Escore 7 Escore 8
MHC-1 genérico 0,8407* 0,3162 -0,1149
MIC-B 0,0838 0,1976 0,3001
NC1 0,5214 -0,4634 0,3715
NC3 -0,4412 -0,3274 0,4930
LHR 0,1641 0,3341 0,5144
17p-HSD3 0,3573 0,1473 0,3208
PRM-1 -0,0255 -0,2622 0,4787
TNP-2 -0,2261 -0,1652 0,4894

(*) Correlacdo de Spearman significativa (p<0,05).

Nas correlacdes entre as transcri¢cbes dos genes estudados dentro do mesmo escore
encontrado (6, 7 e 8), obtiveram-se algumas correlacdes significativas (p<0,05). Em relacéo
ao escore seis, observou-se correlagdo média significativa (0,40<r<0,70) entre a expressdo dos
genes LHR e PRM-1, e entre 17B-HSD3 e PRM-1. No escore sete, nossas analises
demonstraram correlagdo baixa significativa (r<0,40) do gene MIC-B em relacdo a PRM-1 e
TNP-2; correlagdo alta significativa (r>0,70) entre a expressdo dos genes PRM-1 e TNP-2 em
relacdo aos genes NC1 e 17B-HSD3. Ja no escore oito, observou-se que o gene LHR
demonstrou correlagdo alta significativa (r>0,70) em comparagdo aos genes MIC-B e 17f3-
HSD3; quando comparado o gene PRM-1 verificou-se correlagdo média significativa entre os
genes NC1 e LHR e alta significativas em comparacdo ao gene MIC-B; entre o gene TNP-2
verificaram-se correlagdo média significativa entre os genes MIC-B, LHR e 17B-HSD3, e
correlagéo alta significativa entre os genes NC1 e PRM-1 (Tabela 5).
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Tabela 5. Correlagdo entre os niveis de transcricdo dos genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal
classe | classico (MHC-I genérico), MHC classe | ndo classico (MIC-B, NC1 e NC3), Receptor de Horménio
Luteinizante (LHR), Enzima 17p-Hidroxiesterdide Desidrogenase tipo III (173-HSD3), Protamina tipo 1 (PRM-
1) e Proteina de Transi¢do Nuclear tipo 2 (TNP-2) em parénquima testicular bovino, nos escores 6, 7 e 8.

Transcricao génica em parénquima testicular no escore 6 ®

MIC-B NC1 NC3 LHR 17p-HSD3 PRM-1 TNP-2
MHC-I genérico 0,6000 0,4286 0,1429 -0,2571 0,3714 -0,6000 -0,0286
MIC-B 0,3077 0,2797 0,0979 -0,1958 -0,2028 -0,0489
NC1 -0,0069 0,3427 0,4965 0,2517 -0,1469
NC3 -0,3776 -0,1888 -0,2657 0,4336
LHR 0,4825 0,5944* -0,1329
17p-HSD3 0,6643* 0,4476
PRM-1 0,2727

Transcri¢do génica em parénguima testicular no escore 7 (r)

MIC-B NC1 NC3 LHR 17p-HSD3 PRM-1 TNP-2
MHC-I genérico 0,8000 -0,6000 -0,3162 -0,8000 -0,8000 -0,8000 -0,8000
MIC-B -0,4545 -0,1436 0,1608 -0,3287 -0,6014*  -0,7273*
NC1 0,3398 0,0909 0,5524 0,8671* 0,7692*
NC3 -0,1506 -0,0980 -0,0035 -0,0210
LHR 0,4825 0,1678 0,1119
17p-HSD3 0,7762* 0,7622*
PRM-1 0,9510*

Transcricdo génica em paréngquima testicular no escore 8 (r)

MIC-B NC1 NC3 LHR 17p-HSD3 PRM-1 TNP-2
MHC-I genérico 0,5714 -0,6667 -0,1190 0,1190 0,3832 0,3810 0,2857
MIC-B 0,2727 0,1259 0,7483* 0,4597 0,7273* 0,6503*
NC1 0,3636 0,3986 0,1860 0,6993* 0,7203*
NC3 0,3077 0,0561 0,1888 0,2657
LHR 0,7860* 0,6783* 0,6573*
17p-HSD3 0,5333* 0,6105*
PRM-1 0,9510*

(*) Correlacdo de Spearman significativa (p<0,05).

N&o houve correlagdes significativas (p>0,05) do gene NC3 em relacdo a expressao

dos demais genes em todos 0s escores estudados.
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6. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo em bovinos que correlaciona escore médio a expressao
diferencial dos genes envolvidos na espermatogénese, tais como LHR, 17p-HSD3, PRM-1 e
TNP-2. Avaliou-se também a expressdo do gene MHC-I genérico e ndo classico (MIC-B,
NC1 e NC3) a fim de verificar sua atuacdo no parénquima testicular bovino e possivel
utilizacdo como marcador molecular de fertilidade.

Os testiculos dos animais utilizados em nosso estudo apresentaram atividade
espermatogénica classificada como normal, com ocorréncia de todos os tipos celulares na
maioria dos tubulos seminiferos analisados, o que permite uma avaliacdo preliminar
satisfatoria de fertilidade dependendo ainda de outros indices para sua completa
determinacdo. Em estudos de Garcia (2004) e Dutra (2005), a analise histopatoldgica de
Johnsen foi utilizada em homens sub-férteis para auxiliar em avaliagBes progndsticas e na
identificacdo de producdo espermatica anormal.

Na Tabela 3, observou-se que os animais avaliados pertenciam aos escores médios
seis, sete e oito. Diferentes fatores podem estar relacionados a proximidade desses resultados,
podemos citar: homogeneidade dos animais, jovens, submetidos a0 mesmo manejo sanitario e
categorias da espermatogénese variando de moderada (com escores 6 e 7) a boa (escore 8).
Estudo sobre evolucdo histoldgica entre homens saudaveis e com céancer de células
germinativas do testiculo realizado por Dieckmann et al. (2007) sugeriu a condensacdo das
pontuacdes dos escores médios em trés categorias da espermatogénese, a fim aperfeicoar a
avaliacdo de Johnsen, sendo, portanto, a espermatogénese classificada em: pobre, com escores
variando de 1 a 4; moderada, com variacdo de 5 a 7; boa, do escore 8 ao 10.

Patologias macroscopicas e/ou microscopicas ndo foram observadas durante analise
histopatoldgica dos testiculos que causassem alteracGes organicas e consequentemente em
disturbios reprodutivos. Costa Mello et al. (2016) relataram que diversos fatores podem
interferir na Fisiologia reprodutiva dos machos dentre eles: o estresse fisioldgico e crénico, a
superpopulagdo ou isolamento, exposicdo a um ambiente desconhecido, transporte,
confinamento, contencdo ou imobilizagdo, calor ou frio intenso, intervencdes cirdrgicas e a
dor.

Os dados da analise do gRT-PCR demonstraram ndo haver diferenca estatistica
significativa na expressdo dos genes MHC-I genérico e MHC-Ib (MIC-B, NC1 e NC3) nos

escores avaliados e que estas moléculas sdo pouco expressas na espermatogénese bovina
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(Figura 7). No entanto, conforme ilustrado na tabela 4, verificou-se que o nivel de transcri¢éo
do gene MHC-1 genérico no escore seis apresentou correlagdo positiva significativa (p<0,05)
e alta (r>0,70), apesar de ndo se observar correlacdo significativa para o gene NC1, o que
pode sugerir que neste escore avaliado a expressdo correspondeu ao MHC-I classico. Em
pesquisa realizada com macaco-Rhesus, Ryan et al. (2002) verificaram moderada expresséo
da molécula Mamu-AG do MHC-Ib em tecidos ndo placentarios, como por exemplo, 0
testiculo, embora com atuacdo aparentemente célula-seletiva. Resultados distintos foram
obtidos em tecidos testiculares humanos por Yao et al. (2014), onde verificaram aumento
significativo da expresséo de mRNA para o gene HLA-G em diferentes capacidades
espermatogénicas, principalmente nos Ultimos estagios. A partir destes resultados podemos
sugerir que estas moléculas atuam de forma indireta sobre a espermatogénese em bovinos,
mas que podem ser importantes em outros processos fisioldgicos, com acdo na resposta
imunolégica destes individuos em relacdo a protecdo das células espermaticas durante
processo de maturacdo e movimentacdo entre os compartimentos basal e adluminal, sem
exposicdo a auto-antigenos do macho (CURTIS; AMANN, 1981). Kurpisz et al. (1987)
indicaram a possibilidade de inducdo do MHC em células gametogénicas de homens com
azoospermia, possivelmente devido a fatores que ativam a resposta imunoldgicas, como virus
ou citocinas. Estudos de Davies et al. (2006) em células trofoblasticas de fémeas bovinas,
também tem relatado a importancia dos genes MHC-I classicos e ndo classicos a
imunotolerancia em bovinos. Fijak e Meinhardt (2006) afirmaram que esta falha em
desencadear respostas imunoldgicas no testiculo ocorre devido a presenca de citocinas
inibitorias contra respostas inflamatorias, além da restricdo da acdo citotoxica das células NK.
Portanto, faz-se necessério estudos adicionais em animais com distarbios reprodutivos e baixa
espermatogénese (escores entre 1 e 4), a fim de verificar a associacdo dessas alteracGes a um
perfil de expressdo dos genes do MHC-I genérico e ndo classico. Além de pesquisas
utilizando outras moléculas que podem estar envolvidas no controle e maturacdo celular ao
longo da espermatogénese, como proteinas e citocinas.

Como ilustrado na figura 7, os niveis de transcri¢cdo dos genes PRM-1 e TNP-2 foram
maiores em comparagdo as demais moléculas estudadas nos trés escores (6, 7 e 8), sendo
relativamente alto nos escores sete e oito, onde ha agédo direta destas proteinas e inicio da
diferenciacdo de espermatides em alongamento a alongadas e consequentemente em
espermatozoides (SOUZA, 2014). Este resultado também pode ser ratificado com os dados

apresentados na tabela 5, onde no escore oito se verifica correlagdo positiva alta e
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significativa (p<0,05) entre a expressdo dos referidos genes, bem como demonstra que esses
animais apresentavam boa espermatogénese, com normozoospermia e auséncia de distarbios
reprodutivos. Pesquisas de Fortes et al. (2014) e Dogan et al. (2015) em touros Bos indicus
verificaram que baixos indices de PRM’s podem afetar a integridade do DNA espermatico,
causando subfertilidade. Ganguly et al. (2013), analisando a expressdo do gene PRM-1 em
sémen de touros mesticos Frieswal (HF x Sahiwal), verificaram uma maior expressdao do
mRNA em animais com boa qualidade do sémen. Steger e colaboradores, em estudos
realizados nos anos de 2003 e 2008, observaram diminuicédo significativa deste transcrito em
homens com espermatogénese prejudicada e com elevado nivel de apoptose, causando ma
compactacdo da cromatina espermdtica e consequentemente danos no DNA do
espermatozoide. Em relatos sobre humanos e equinos, nota-se uma correla¢do negativa entre
os fatores de fertilidade e integridade de DNA (SAKKAS et al., 1999; MORRELL et al.,
2008; SAKKAS; ALVAREZ, 2010; SCHULTE et al., 2010).

Ao correlacionar o nivel de transcricdo dos genes 178-HSD3 e LHR observou-se
correlacdo positiva significativa (p<0,05) e alta somente no escore oito (Tabela 5), onde ha
dependéncia da testosterona para conversdo de espermatides arredondadas em espermatides
alongadas (O’DONNEL et al., 1994). Na figura 7, também foi possivel observar diferenca
estatistica significativa (p<0,05) na expressdo do gene 17p-HSD3 nos escores seis e 0ito,
podendo estar associada a idade destes animais e importancia na conversdo da
androstenediona em testosterona, e esta fundamental na regulacdo e manutencdo da
espermatogénese (O’DONNELL et al., 2001). Em testiculo de camundongos, Baker, Sha e
O’Shaughnessy (1997) e O’Shaughnessy et al. (2000) verificaram que a isoforma do tipo 3 da
enzima 17B-HSD possui uma elevada afinidade para a androstenediona. Coonce et al. (2009),
utilizando o rato como modelo experimental, relataram que o gene LHR tem por funcao
primordial a estimulacdo da esteroidogénese e sua expressdo ocorre em células de Leydig,
sendo, portanto, essencial na fertilidade em mamiferos; Hamaléinen, Poutanen e Huhtaniemi
(2001) também verificaram que a ativagdo do gene promotor desta molécula acontece nas
espermatogonias e espermatides.

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que a avaliagéo histopatolégica do
testiculo bovino aliada a técnicas moleculares sdo importantes na qualificagdo da
espermatogénese, podendo auxiliar no prognéstico de animais com producdo espermatica
normal a anormal. Vale salientar que este trabalho €é pioneiro na espécie bovina a

correlacionar a diferenciacdo das células germinativas a partir do método de Johnsen a
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expressdo génica de MHC-I genérico, MHC-Ib, LHR ¢ 17B-HSD3. Além disso, estudos
moleculares adicionais se fazem necessarios a fim de propor marcadores especificos de

qualidade espermatogénica que auxiliem na avaliacdo reprodutiva dos machos.
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7. CONCLUSAO

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

e Os genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) de classe | genérico,
MHC-I néo classico e LHR foram pouco expressos no tecido testicular de bovinos, o
que sugere sua atuacdo de forma indireta na espermatogénese;

e Os niveis de transcri¢do dos genes PRM-1, TNP-2 e 173-HSD3 foram relativamente
altos nos escores avaliados, demonstrando que o0s animais apresentavam boa
espermatogénese, com normozoospermia e auséncia de distdrbios reprodutivos;

e As correlages entre as analises histopatoldgicas e transcri¢cBes relativas dos genes
envolvidos no processo de espermatogénese indicam que os genes PRM-1, TNP-2,
17B-HSD3 e LHR atuam diretamente no desenvolvimento diferencial das células
germinativas durante a espermatogénese e que alteracdes durante 0 processo

transcricional podem interferir na capacidade reprodutiva dos machos.
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