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Resumo

Durante a espermatogénese, as histonas sdo trocadas por protaminas, o que impede a transcricdo de
novos RNAs. A tradugdo também fica sob um controle rigido para garantir uma expressdo temporal e espacial
apropriada das proteinas. Entretanto, a origem, a quantidade, a qualidade e as fun¢des dos RNAs espermaticos
ndo sdo completamente compreendidas. A aplicagdo de bibliotecas de DNA complementares (cDNA) associadas
a tecnologia de microarranjos aumenta o conhecimento sobre os valores normais de fertilidade do macho. Essas
técnicas devem auxiliar como diagndstico complementar de infertilidade ou como prognose sobre a capacidade
de fertilizagdo do macho.
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Abstract

During spermatogenesis, histone is replaced by protamine, avoiding the production of newly RNA. The
translation also stays under a stringent control to ensure appropriate temporal and spatial protein expression.
However, the origin, quantity and functions of RNA from sperm cells are not completely understood. The
application of complementary DNA (cDNA) libraries associated with microarray technology in sperm cells is
expanding the knowledge regarding normal values for fertility in the male. Such approaches may be helpful as
complementary diagnostic tools for infertility or for the prognosis of male fertilization capacity.
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Introducédo

O gameta masculino é uma célula altamente especializada, adaptada as suas func¢des de transporte e
entrega do material genético paterno ao gameta feminino. Durante o desenvolvimento, o gameta passa por trés
fases distintas. Primeiro por uma fase proliferativa, segundo por uma fase de reducdo meidtica e, finalmente, por
uma fase de diferenciacdo. Até iniciarem a fase de diferencia¢do, as proteinas nucleares (histonas) sdo as
mesmas encontradas em células somaticas; em seguida, estas sdo trocadas gradualmente por protaminas
(Johnson et al., 2011). Essa troca faz com que termine a producdo de novos RNAs. Os espermatozoides do
ejaculado contém uma grande quantidade de transcritos repetidos que participam de diferentes fungdes celulares,
desde o metabolismo basal até a capacitagdo espermatica e a fertilizagdo. O transcritoma ¢ o somatorio de todos
os RNAs produzidos por uma populagdo especifica de células, e seu estudo, normalmente utilizando técnicas
como o microarranjo, examina esses RNAs em uma determinada condigdo.

Esta revisdo bibliografica aborda as particularidades do RNA contido em espermatozoides e como o
conhecimento desse transcritoma permite entender as possiveis fungdes dessas moléculas e relaciona-las com
eventos especificos, como fertilizagdo, e até mesmo com o desenvolvimento embrionario inicial.

Transcritos, proteinas e seus controles em espermatozoides
Transcricéo

Observa-se uma alta sintese de RNA nas espermatogonias A (Fig. 1), com decréscimo gradual até se
tornarem espermatogdnias do tipo B e espermatocitos no inicio da profase I (Soderstrom e Parvinen, 1976). Nao
se observa sintese de RNA nas fases de leptdteno, zigdteno e na fase inicial de paquiteno, entretanto um aumento
subito da transcricdo ocorre na fase intermedidria de paquiteno em espermatdcitos primarios, decrescendo
gradativamente até o final desta fase. As células em diploteno e na segunda divisdo meidtica ndo sintetizam
RNA. Uma baixa taxa de transcrigdo ocorre em espermatdcitos secundarios ¢ na fase inicial de espermatide
arredondada até a fase de formagdo do acrossoma na espermiogénese (Soderstrom e Parvinen, 1976). No final da
espermiogénese, ndo ¢ detectada sintese de RNA (Kierszenbaum ¢ Tres, 1975; Soderstrom e Parvinen, 1976;
Kleene, 2003), ¢ espermatozoides ejaculados também ndo sintetizam novos RNAs (Grunewald et al., 2005).

Recebido: 15 de julho de 2011
Aceito: 28 de janeiro de 2013



WY

Rauber. RNA espermatico, uma visdo holistica..

A transcri¢do ¢ a degradacdo de alguns mRNAs sdo reguladas individualmente durante a
espermatogénese (Shih e Kleene, 1992). Ja sdo conhecidos varios fatores que regulam a espermatogénese ¢ a
maturagdo espermatica, como fatores de transcri¢do, proteinas que se ligam a regido promotora da cromatina e
proteinas ligantes de mRNA (Bettegowda e Wilkinson, 2010). Provavelmente, exista um programa especifico de
controle da transcri¢ao e da tradugdo durante as fases de mitose, meiose e diferenciacdo do gameta (Eddy, 1999;
Miller et al., 1999).
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Figura 1. Controle da expressdo génica durante a espermatogénese (baseado em Steger, 2001).
Corpo cromatoide e corpusculos residuais

A origem do corpo cromatoide ¢, provavelmente, nucleolar e mitocondrial, e ele ¢ formado durante o
estagio de paquiteno da primeira divisdo meidtica; sua localizagdo varia durante a espermatogénese até ser
eliminado pelos corpusculos residuais (Parvinen, 2005). O actimulo de RNA contendo cauda de adenosina nos
corpos cromatoides de espermatides indica que o controle da traducdo, quando o nucleo torna-se gradualmente
inativo, fica concentrado nessa estrutura citoplasmatica (Parvinen, 2005; Kotaja e Sassone-Corsi, 2007). A
presenca de Dicer, uma nuclease que cliva RNA, o qual se apresenta na forma de fita dupla, proteinas argonautas
e micro-RNAs (miRNAs), sugere que esses corpos ocupam posicdo privilegiada no controle pds-transcricional
da expressdo génica por pequenos RNAs de interferéncia (Kotaja et al., 2006). As proteinas argonautas ligadas
a miRNAs fazem parte de um complexo que identifica RNAs complementares, os quais sdo posteriormente
clivados pela Dicer. Esse complexo é conhecido pela sigla em inglés RISC (RNA-induced silencing complex),
ou seja, essas estruturas impedem que o mRNA seja traduzido em proteina. Breucker (1985), em trabalho que
utilizou testiculo humano como modelo, estudou a formagdo dos corpusculos residuais da espermatide e suas
mudancas morfologicas durante e apds a espermiacdo. O volume caudal de citoplasma na espermatide contém
complexos de Golgi, mitocondrias, corpo cromatoide, estruturas em forma de flor (de origem ndo identificadas
pelo autor), ribossomos, alguns vacuolos e, esporadicamente, gotas lipidicas (Breucker et al., 1985). Quando o
corpusculo residual se desprende caudalmente do citoplasma do espermatozoide livre, os corpos cromatoides
desaparecem, as mitocondrias ficam na periferia, os ribossomos formam um complexo Gnico com os vacuolos
contendo granulos, e um complexo agregamento de vesiculas substitui o complexo de Golgi (Breucker et al.,
1985). Blanco-Rodriguez e Martinez-Garcia (1999) acreditam que a fung@o principal dos corpusculos residuais é
remover seletivamente componentes que ndo sdo necessarios ao espermatozoide maturo, os quais,
inevitavelmente, sdo eliminados junto a0 mRNAs ¢ a0 RNA ribossémicos (rRNAs).

Transcritos
Os mRNAs especificos de células espermaticas sdo sintetizados e postos sob um controle rigoroso de
tradugdo, garantindo a expressdo no local e no tempo apropriados (Penttilid et al., 1995). A auséncia virtual de

citoplasma e o nimero insuficiente de ribossomos inibem a tradugdo em espermatozoides (Miller e Ostermeier,
2006). Espermatozoides ejaculados contém altos niveis de transcritos repetidos, que sdo facilmente convertidos
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em DNA complementar (cDNA) pela técnica de transcriptase reversa, até mais do que mRNAs funcionais
(Miller, 2000). Gilbert et al. (2007) sugeriram que a populacdo de RNA espermatico é, em sua maioria,
composta por mRNAs naturalmente truncados e parcialmente adenilados. E interessante que alguns transcritos
especificos resultam em proteinas truncadas, como ¢ o caso da vasopressina ou da a-tubulina, para cuja fungdo
normal faltam dominios essenciais quando elas sdo comparadas com proteinas codificadas pelos mesmos genes
em cé¢lulas somaticas (Kleene, 2001).

Muitos genes que sdo expressos em linhagens espermatogénicas e células somaticas, como a a-tubulina
ou a heat shock protein 70 kDa (HSP70), produzem transcritos que diferem em estrutura sob influéncia de
diferentes regides promotoras, processamentos alternativos apds a transcri¢do (splicing) e inser¢do da cauda de
poli(A; poliadenilacdo) na extremidade contraria, ou seja 5' (Kleene, 2005). Uma variedade de mRNAs que
codificam fatores envolvidos na sintese de mRNA e no inicio da tradug@o tem a expressdo de 50 a 1.000 vezes
mais elevada em células espermatogénicas do que em células somaticas (Kleene, 2003), por exemplo, a proteina
ligadora de TATA, envolvida no inicio da transcri¢do. A regido promotora TATA box ¢ a mais estudada em
eucariotas e ¢ responsavel pelo controle da expressdo de varios genes. Outro exemplo de transcrito com alta
expressao ¢ o fator de iniciagdo de alongamento eIF-4E, que ¢ um dos fatores responsaveis pelo reconhecimento
do mRNA e acoplamento da subunidade menor do ribossomo, permitindo o inicio de tradugdo em eucariotas
(Kleene, 2003). Acredita-se que a superexpressdo de alguns genes envolvidos com a transcri¢do e a tradugado
garanta sua permanéncia nos espermatozoides mesmo apds a perda do corpusculo residual que acaba eliminando
grande parte dos RNAs.

Micro-RNA e RNA de interferéncia

A maior parte do controle da expressdo génica ocorre antes da transcricdo, o que poupa energia da
célula, evitando a produgdo de transcritos desnecessarios. Contudo, as células podem langar mio de controles
pos-transcricionais que inibem ou destroem os mRNAs ja prontos. O miRNA ¢ o RNA de interferéncia (iIRNA)
usam pequenas moléculas de RNA para inibir a expressdo génica pela degradacdo de mRNA, repressdo da
tradugdo, ou impedir que o maquinario responsavel pela transcri¢ao acesse a cromatina (Kotaja e Sassone-Corsi,
2007). O pequeno RNA de interferéncia siRNA promove a clivagem de mRNAs que possuem sequéncias
totalmente complementares as suas, enquanto os miRNAs regulam a expressao génica inibindo a sintese proteica
ou afetando a estabilidade do mRNA por meio do pareamento imperfeito das bases na porcao final 3° do mRNA
alvo (Kotaja et al., 2006; Kotaja e Sassone-Corsi, 2007). Nesses casos, 0 gene ndo sera expresso, ou seja, nao
resultara em uma proteina, e pode-se dizer que houve o silenciamento.

Rassoulzadegan et al. (2006) mostraram que a exposi¢do do genoma de embrides de camundongo ao
miRNA induz mudancas epigenéticas permanentes e hereditarias. Foi sugerido que 20% dos RNAs encontrados
no espermatozoide de camundongo sdo miRNAs e podem ser liberados dentro do o6cito durante a fertilizag@o,
influenciando, assim, o desenvolvimento inicial do embrido (Amanai et al., 2006). Em outro estudo, Krawetz et
al. (2011) encontraram, em espermatozoides humanos, uma grande variedade de pequenos RNAs e também
sugerem sua fun¢do no desenvolvimento embriondrio inicial. Mais recentemente, foi comprovado que os
espermatozoides de bovinos também apresentam uma grande quantidade de miRNAs e que ha maior
concentragdo desses transcritos em touros de baixa fertilidade, quando comparados com touros de alta
fertilidade, sugerindo que os miRNAs influenciam a fertilidade (Govindaraju et al., 2012). Infelizmente ainda
nao se sabe quais mRNAs, espermaticos ou embrionarios, sdo controlados pelos pequenos RNAs espermaticos.

Transcritos desconhecidos

Uma complexa variedade de transcritos ja foi encontrada em espermatozoides e varios deles ndo
possuem similaridades com as anotagdes dos bancos genéticos (Miller et al., 1999; Zhao et al., 2006; Gilbert et
al., 2007; Lalancette et al., 2008; Yang et al., 2009). Essas sequéncias podem ser de genes desconhecidos, de
transcritos alternativos ou de RNA que ndo codificam proteinas (ncRNA).

A classificacdo de ncRNAs é muito dificil, especialmente quando a sequéncia completa do genoma nao
esta disponivel, porque muitos deles sdo simplesmente transcritos primarios ndo processados ou sdo formados
por introns (sequéncias de nucleotideos removidas do pré-mRNA durante o splicing); ou ainda podem ser
resultados alternativos de processamentos que receberam a cauda de poli(A), sendo reconhecidos pela célula
como um mRNA (Mattick, 2003). Apenas ha pouco tempo os ncRNA estdo sendo estudados de forma
sistematica e esta sendo atribuida a eles alguma fung@o celular significativa. Existem varias especulagdes sobre
sua funcdo especifica, principalmente sobre interagdes com DNA, RNA e proteinas, formando o chamado RISC
ou regulando mRNAs por se ligar a suas regides que ndo sdo traduzidas, as UTRs (Kotaja e Sassone-Corsi,
2007). Para Mattick (2003), conclusdes sobre as vias reguladoras da expressdo génica, resultantes de estudos que
utilizaram microarranjos, ficam incompletas caso ndo forem incluidas sequéncias de ncRNA.

A compreensdo sobre o genoma de mamiferos e a regulagdo genética continua simplista, porque a
transcricdo pode comegar de varias posigdes ¢ em ambas as diregdes do material genético (Carninci, 2006). Um
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estudo recente em suinos mostrou que varias sequéncias de RNA no espermatozoide codificariam proteinas sem
fungdes fisioldgicas conhecidas (Yang et al., 2009). Zhao et al. (2006), ao utilizarem uma técnica conhecida
como serial analysis of gene expression (SAGE), encontraram, em espermatozoides humanos, 54 sequéncias que
foram consideradas novas. Além disso, Peddinti et al. (2008) identificaram 10,6 ¢ 9,8% de mRNAs que
codificam proteinas hipotéticas nos espermatozoides de bovinos com alta e baixa fertilidade, respectivamente. A
producdo de transcritos alternativos deve ser benéfica para os espermatozoides e essas variagdes podem
modificar fungdes especificas da proteina ou realoca-las dentro do espermatozoide. Algumas proteinas ou
ncRNAs devem ter fungdes diferentes em células e organismos diferentes. Nesses casos, uma analise do genoma
e da protedmica deve ser acompanhada de uma analise funcional de forma comparativa, demonstrando seu
significado bioldgico (Suzuki e Hayashizaki, 2004).

Regulacéao da traducéo

Todos os mRNAs em células espermaticas em meiose ou ja haploides possuem a traducdo reprimida,
mas existem diferencas individuais nessa repressdo (Kleene, 2001; Eddy, 2002). A produg@o de novas proteinas
ja foi demonstrada em espermatozoides de humanos, bovinos, camundongos e ratos, e¢ indicou que os
espermatozoides sdo capazes de realizar tradug@o (Gur e Breitbart, 2006). Gur ¢ Breitbart (2006) demonstraram
que a incorporacdo de aminoacidos foi completamente bloqueada com inibidores de tradu¢do mitocondrial, mas
nao por inibidores dos ribossomos citoplasmaticos, indicando que a sintese de proteina deve envolver
ribossomos mitocondriais e ndo citoplasmaticos. Além disso, a inibicdo da sintese proteica resultou em redugio
significativa da motilidade espermatica (Gur e Breitbart, 2006). Na realidade, apenas poucos mecanismos de
controle positivo e negativo da traducdo foram rigorosamente demonstrados in vivo, como, por exemplo, o
encurtamento da cauda de poli(A) e proteinas ligantes de RNA (Penttilid et al., 1995; Kleene, 2003).

Extracdo e caracterizacdo do RNA de espermatozoides

Para se obter uma quantidade suficiente de RNA para um estudo diferencial de expressdo génica, é
necessario iniciar a extragdo de RNA com um grande niimero de espermatozoides, além de aperfeicoar as
técnicas empregadas. Até agora, os melhores resultados, em relagdo a quantidade e qualidade, sdo obtidos com
os métodos baseados no protocolo de Chomezynski e Sacchi (Savchuk, 2006).

Miller e Ostermeier (2006) sugeriram que os espermatozoides ndo so transportam o material genético
paterno, como seu RNA armazenado também pode ser entregue ao oocito, sendo essencial para o controle da
expressdo génica do zigoto antes da ativagdo do seu proprio genoma. O RNA do espermatozoide tem sido
extraido por diversos grupos de pesquisa. Inicialmente eram avaliados apenas mRNAs especificos ou pequenos
grupos de mRNAs, por meio de técnicas como a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa e em tempo real
(RT-qPCR), que estudam transcritos previamente escolhidos; atualmente, prefere-se a técnica de microarranjos
(Alcivar et al., 1989; Miller et al., 1994; Ostermeier et al., 2002; Lambard et al., 2004; Dadoune et al., 2005;
Zhao et al., 2006; Gilbert et al., 2007; Yang et al., 2009).

As técnicas para extragdo de RNA estdo padronizadas para a maioria dos tipos celulares e dos tecidos, e
varios produtos comerciais estdo disponiveis para esse proposito. No caso de espermatozoides, ha a limitagdo
devido ao baixo volume citoplasmatico, a baixa concentracao total de RNA e a resisténcia da membrana celular
a lise.

O protocolo que mais foi utilizado para a extragdo de RNA de espermatozoides ¢ o método
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987), em que se utiliza o sal caotropico tiocianato de guanidina e
extracdo com fenol acido e cloroformio (Alcivar et al., 1989; Miller et al., 1994; Ostermeier et *, 2002; Lambard
et al., 2004). Mais recentemente, prefere-se a extragdo com o reagente comercial Trizol® (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), que ¢ baseado no mesmo método porém mais simplificado, e tem sido utilizado com poucas
modificagdes (Dadoune et al., 2005; Zhao et al., 2006; Gilbert et al., 2007; Govindaraju et al., 2012). Outra
possibilidade ¢é a dissociagdo das células com uma solugdo caotrdpica ¢ a subsequente filtragem desse material
em uma coluna de silica onde se ligam seletivamente e quantitativamente mRNAs e grandes rRNAs (Ostermeier
et al., 2005; Gur e Breitbart, 2006). Como desvantagem, este método exclui grande parte da populagdo de RNA
espermatico que € composta por pequenos fragmentos os quais ndo se ligam a matriz, além de que parte da
populacdo de RNA se liga de forma irreversivel, resultando em baixa concentragdo do RNA isolado.

A quantidade de RNA extraida de 1 x 10° de espermatozoides de humanos, bovinos e suinos fica em
torno de 5 a 10 ng (Miller et al., 2005; Lalancette et al., 2008; Rauber, 2008). De acordo com o manual do
Trizol, a quantia esperada para 1 x 10° de células somaticas ¢ entre 5 e 15 pg. A quantidade de RNA recuperada
de espermatozoides ¢ similar entre as espécies, mas 1.000 vezes menor do que a isolada em células somaticas.
Isto significa que ha apenas poucos transcritos por espermatozoide e poucas copias de um mesmo transcrito por
célula, ja que cada um possui apenas 10 a 20 x 10"° g de RNA total (Krawetz, 2005). Outro ponto importante &
que espermatozoide ndo possui, ou possui muito pouco, RNA ribossomal 28S ¢ 18S (Fig. 2), o que contribui
para a baixa concentragdo de RNA recuperado apos a extragdo (Lalancette et al., 2008; Rauber, 2008; Yang et
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al., 2009), uma vez que 80% do RNA encontrado em células somaticas correspondem ao RNA ribossomal.

Gilbert et al. (2007) mostraram que o RNA extraido de espermatozoides bovinos ¢ composto por grande
quantidade de RNAs curtos, os quais eles interpretaram como sendo resultado de uma segmentagdo natural da
populagdo de mRNA, mas que atualmente sdo tratados como pequenos RNAs (Krawetz et al., 2011; Govindaraju
et al., 2012). A populagdo de RNA extraido de espermatozoides suinos também ¢ composta predominantemente
por pequenos fragmentos com comprimento entre 20 ¢ 100 nucleotideos (Rauber, 2008; Yang et al., 2009). A
auséncia de rRNAs e a predominancia de pequenos RNAs fazem com que a imagem em gel de agarose do RNA
extraido de espermatozoides se assemelhe muito com o RNA degradado, como mostra a Fig. 2.
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Figura 2. Comparagdo de 300 ng de RNA total extraido de espermatozoides (1) e de células HeLa (2) em gel de
agarose a 1%, 4,5V/cm por 60 min.

Diversos grupos amplificaram RNA espermatico utilizando diferentes técnicas, as quais permitem um
melhor aproveitamento do material (Gilbert et al., 2007; Platts et al., 2007; Gau et al., 2008; Lalancette et al.,
2008). Por exemplo, a amplificacdo de mRNA via RNA polimerase T7 funciona muito bem e faz parte do
protocolo para preparagdo de amostras para a hibridizagdo nos GeneChips da Affymetrix (Affimetrix GeneChip,
Santa Clara, USA), a técnica de microarranjo comercial mais utilizada no momento.

Ferramentas de biologia molecular para investigacdo de infertilidade

Para se obter sucesso na reproducdo, ndo ha duvida de que se deve utilizar s€émen de qualidade, ¢ a
escolha dos métodos de avaliacdo que serdo empregados ¢ muito importante. Amostras de s€émen podem se
sujeitar a diferentes testes in vitro para testar sua habilidade de realizar diferentes etapas da fertilizagdo (Gadea,
2005). O espermograma ¢ baseado em uma bateria de exames, complementares ao exame clinico, que sdo
simples de serem realizados e de baixo custo, mas esses testes geralmente examinam um ou poucos dos eventos
relacionados a fertilizagdo. A fertilizagdo in vitro é um 6timo sistema para testar a fertilidade, mas infelizmente é
caro e demorado, assim como a taxa de prenhez, que seria o ideal. O que se busca ¢ um teste preciso e rapido que
tenha uma Otima correlagdo entre os testes in vitro e os resultados de fertilidade. Fatores como raca, idade e
manejo afetam a produco espermatica (Kunavongkrit et al., 2005), e se, por exemplo, o reprodutor apresentar
uma pequena degeneragdo testicular, esta pode ndo afetar a libido mas pode afetar a motilidade espermatica ou a
qualidade do acrossoma. O mais complicado ndo ¢ identificar o animal infértil, mas identificar reprodutores
subférteis.

Varios métodos podem ser utilizados na investigacdo de RNA de espermatozoides, como RT-PCR
(transcriptase reversa, seguida de reagdo em cadeia da polimerase), hibridizacdo in sSitu e arranjos (Ostermeier et
al., 2002; Wang et al., 2004; Zhao et al., 2006; Carreau et al., 2007; Gilbert et al., 2007; Jones et al., 2007). O
transcritoma cobre todos os RNAs sintetizados em um organismo ou tecido, incluindo os codificadores de
proteinas, os ncRNA, com processamentos alternativos, com cauda de poli(A) ou iniciados, senso e antissenso.
O transcritoma de mamiferos tem sido baseado em projetos de sequenciamento em larga escala (Okazaki et al.,
2002).

Estimativas conservativas sugerem que existem aproximadamente 20.000 genes que codificam
proteinas no genoma mamifero. Microarranjos projetados para cobrir todo genoma por intervalos regulares e
dados de sequenciamentos concordam que muito mais do genoma ¢ transcrito do que se imaginava (Carninci,
2006). A analise comparativa entre transcritomas ¢ Util para a identificacdo de processamentos alternativos, de
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promotores alternativos, ncRNAs, vias metabdlicas e pequenos peptideos.

A técnica de microarranjo baseia-se em fixar em uma lamina ou chip uma cole¢do de fragmentos de
DNA ou ¢cDNA, onde se faz a hibridizagdo com o material extraido do tecido estudado. Com os microarranjos
podem-se analisar milhares de genes simultaneamente, identificando de forma semiquantitativa se um gene tem
expressao maior ou menor que o grupo-controle, ou identificar formas alternativas de um gene. A utilizagdo de
microarranjos no estudo de mRNA espermatico teve inicio em 2002 com o estudo de Ostermeier e
colaboradores. Eles desenvolveram um microarranjo contendo 27.016 sequéncias diferentes para investigar
cDNAs de espermatozoides do ejaculado humano. Essa técnica tem sido aplicada em estudos sobre a fertilidade
e a qualidade de s€émen em humanos, bovinos e em suinos (Wang et al., 2004; Zhao et al., 2006; Gau et al.,
2008; Lalancette et al., 2008; Rauber, 2008); mais recentemente, ela foi utilizada no estudo de miRNAs em
bovinos (Govindaraju et al., 2012).

Um estudo baseado em achados de microarranjos associados ao PCR em tempo real detectou, no
homem, um decréscimo significativo dos transcritos para TPX-1 (testis-specific protein 1) e LDHC (lactate
dehydrogenase C, transcrito variante 1) de espermatozoides com baixa motilidade (Wang et al., 2004).
Jedrzejczak et al. (2007) avaliaram os niveis de transcritos para proteinas ligantes de histona especificas de
espermatides Hl1-like protein (HILS1) e proteinas de transicdo (TNPl e TNP2) por RT-qPCR em
espermatozoides isolados de homens com espermatozoides normais e com espermatozoides com baixa
motilidade. Os niveis de expressdo génica desses transcritos foram inferiores nos espermatozoides com baixa
motilidade. O mesmo grupo encontrou, em espermatozoides humanos selecionados pela técnica de migragdo
ascendente (Swim up), decréscimo nos niveis de transcritos para C-C chemokine receptor 5 (CCR5 ) e
cytochrome P450 aromatase (P450arom), que devem estar associados com a fertilidade (Jedrzejczak et al.,
2006).

Gau et al. (2008) utilizaram um microarranjo de testiculo suino para identificar genes com resposta
precoce induzida por estimulo térmico curto e médio, e procuraram relaciona-los com a qualidade de sémen de
cachacos. Dois dos genes com maior expressdo foram para proteinas de choque térmico (HSP). Proteinas como
as HSP sdo detectadas em espermatozoides, e particularmente a HSP70 parece ser correlacionada com a
qualidade do sémen, tendo papel crucial na fertilizagdo ¢ no desenvolvimento embrionario inicial (Turba et al.,
2007). Também com a tecnologia de microarranjo, Platts et al. (2007) mostraram que espermatozoides humanos
com defeitos morfoldgicos possuem defeitos na transcri¢do e nas vias de regulagdo de proteinas, como ubiquitina
e proteassomas. Outro estudo pratico, que utilizou o microarranjo, mostrou diferengas substanciais de transcritos
encontrados em espermatozoides bovinos de touros com diferentes niveis de fertilidade (Lalancette et al., 2008).
Touros com alta taxa de fertilidade (>71%) exibiram maior por¢do de transcritos associados ao processo de
tradugdo, glicolisagdo e degradacdo de proteinas, quando comparados com touros de baixa fertilidade (<65%).

A técnica de microarranjo pode avaliar simultaneamente dezenas de milhares de genes expressos em
uma amostra biologica. No presente, SAGE, oligo-microarrays, cDNA-microarrays e Affymetrix GeneChips
sdo as técnicas mais utilizadas para determinar a expressdo génica e os niveis de expressdo (Van Ruissen et al.,
2005). A comparagdo entre genomas, transcritomas ¢ proteomas permite compreender o mecanismo de doengas,
com o intuito de identificar e desenvolver novos diagndsticos e tratamentos mais efetivos (Suzuki e Hayashizaki,
2004).

A aplicacdo mais comum das bibliotecas de cDNA ¢ a identificacdo de genes de interesse. Mas as
técnicas como bibliotecas de cDNA e microarranjos podem servir como diagnéstico complementar e para a
prognose da capacidade de fertilizagdo do sémen. O espermatozoide possui mRNAs diferentes aos de células
somaticas, unicos das células germinativas masculinas. Quando associada a técnica de microarranjo, a biblioteca
de cDNA especifica de um tecido pode ser utilizada para monitorar um grande numero de genes especificos do
tecido e constitui uma ferramenta poderosa para estudos diferencias da expressdo génica em se tratando de
mRNA (Ying, 2004).

Particularmente importantes sdo as técnicas de analise do transcritoma. Entretanto, no caso de linhagens
celulares especializadas como os espermatozoides, a constru¢do de microarranjos baseados em bibliotecas de
cDNA de espermatozoides possui varias vantagens sobre chips comerciais como o Affymetrix, por exemplo. As
analises dessas bibliotecas revelam um grande nimero de cDNA que nfo ¢ encontrado nos bancos publicos de
dados (Zhao et al., 2006; Gilbert et al., 2007; Lalancette et al., 2008; Yang et al., 2009), os quais sdo baseados
em chips comerciais. Esses transcritos desconhecidos estdo presentes em altos niveis nas células espermaticas,
mas suas func¢des ainda devem ser definidas. Além disso, transcritos do mesmo gene geralmente diferem quando
se comparam espermatozoides com células somaticas, devido ao uso de promotores alternativos, processamentos
alternativos e diferencas no ponto de poliadenilag¢do (Kleene, 2005).

O RNA de espermatozoides pode ser extraido com protocolos simples como o Trizol, ¢ a analise desses
RNAs funciona como se fosse uma bola de cristal, ja que nele visualiza-se o passado, como informagdes sobre a
espermatogénese, ¢ pode-se predizer o futuro, com a analise de transcritos relacionados com a capacitagdo, a
fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario. A aplica¢do de bibliotecas de cDNA associadas a tecnologia de
microarranjo deve expandir o conhecimento atual sobre os valores de fertilidade no macho.

Em um futuro préximo, devera haver maior conhecimento da gendmica e protedmica, o que ira ajudar a
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avaliar a fertilidade potencial de um reprodutor de maneira mais acurada. Tais ferramentas continuam caras e de
dificil acesso, entretanto, com a popularizagdo de técnicas como PCR e microarranjos, esses custos tendem a
diminuir, tornando o uso da gendmica acessivel a um publico maior. Um exemplo disso € o uso da genémica na
identificagdo de diferengas genéticas responsaveis por caracteristicas fenotipicas desejaveis utilizando o
polimorfismo de um nico nucleotideo (SNP), que ja é empregada para selegdo de touros (Stothard el at., 2011).
Pode-se concluir, com base no que foi exposto aqui, que o RNA espermatico pode ser util como diagndstico
complementar de infertilidade ou para identificar novos potenciais marcadores relacionados com a prognose da
fertilidade do macho, mas grandes esfor¢os ainda sdo necessarios para a sua validagdo e popularizacao.
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