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Resumo

Estudos sobre a fisiologia espermatica demonstram que padrdes de fertilidade e funcionalidade
espermatica pos-criopreservagdo possuem relagdo importante com a eficiéncia do metabolismo energético
destas células, bem como com a sua capacidade de manter a homeostase oxidativa. Os conhecimentos sobre
a relagdo entre perfil fisiologico de espermatozoides e fertilidade foram e, ainda estdo sendo, aprimorados,
com o uso de analises de perfis moleculares, com destaque para a metabolomica. As analises moleculares
permitiram a identificagdo de classes de metabdlitos importantes na fisiologia espermatica, bem como de
potenciais biomarcadores de fertilidade, inclusive em bovinos. No entanto, ainda nao hé disponivel uma
avaliacdo isolada capaz de estimar o padrdo de fertilidade de amostras seminais. Ha varios desafios a serem
superados para a validagdo de biomarcadores de fertilidade, principalmente considerando-se as diferencas
entre perfis metabolicos de ragas distintas de touros e a heterogeneidade dos ejaculados. A superagéo destes
desafios pode ser iniciada com um maior aproveitamento dos resultados ja obtidos e futuros, com a
aplicagdo de analises mais avancadas ¢ com eficacia em elevado nimero de dados. Para tal, podem ser
utilizados modelos estatisticos de inteligéncia artificial, cuja aplicagdo pode aumentar a acuracia das
observagdes obtidas, bem como aproxima-las da aplicagdo pelo setor de produgdo animal.
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Abstract

Studies on sperm physiology demonstrate that fertility outcomes and sperm post-cryopreservation
have an important relation with sperm energy metabolism efficiency and ability to maintain oxidative
homeostasis. Knowledge on sperm physiology has been enhanced, continually, with the application of
molecular profiling analysis, focusing on metabolomics. Molecular analysis allowed the identification of
important classes of metabolites in sperm physiology, as well as potential fertility biomarkers, including in
bovine. Despite all developments, there is still no isolated assessment available capable of estimating
fertility on sperm samples. There are several challenges to be overcome for the validation of fertility
biomarkers, especially considering the metabolic profiles differences between bull breeds and the ejaculate
heterogeneity. Overcoming these challenges could start with the application of more advanced and effective
data analysis from research database already obtained, as well as future ones. To this end, statistical
models of artificial intelligence can be used, whose application can increase the accuracy of the
observations obtained, as well as bringing them closer to the application by the animal production sector.

Keywords: sperm, functional profile, metabolites, biomarkers
Introducao

Fertilidade ¢ viabilidade espermatica pos-criopreservagdo, fundamentais ¢ com alto impacto
econdmico na produgdo animal, possuem relagdo direta com a integridade e fung@o de todas as estruturas
que compdem a célula espermatica (Holt, 2000; Layek, et al., 2016; Celeghini, et al., 2017). Vale notar que
espermatozoides sdao células altamente compartimentalizadas, possuem citoplasma reduzido, sdo
transcricionalmente quiescentes e, consequentemente, t€m uma capacidade antioxidante limitada (Amaral,
et al., 2013; Agarwal, et al., 2014). Ao mesmo tempo, possuem alta demanda de energia e dependem de
fontes adequadas da mesma para percorrerem e superarem barreiras encontradas ao longo do trato
reprodutivo feminino, processos de capacitacdo, reagdo acrossomal e fecundagao do oocito (Aitken, 2006;
Aitken, 2017; Craig, et al., 2019). O seu metabolismo energético envolve uma série de reagdes de oxi-
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reducdo, com a inevitavel e fisiologicamente importante produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
fazendo com que a sua viabilidade e potencial fecundante dependam ndo apenas de um metabolismo
energético eficiente, mas também da sua capacidade em manter a homeostase oxidativa (Nichi, et al., 2006;
Sabés-Alsina, et al., 2019).

Metabolismo energético e homeostase oxidativa

Desde os primeiros estudos sobre a fisiologia espermatica em mamiferos, muitos avancos foram
alcancados quanto & importancia dos processos envolvidos no metabolismo energético de espermatozoides,
sobre a producdo e papel das EROs em sua fisiologia, bem como sobre os efeitos da criopreservagdo em
ambos (De Lamirande, et al., 1997; Armstrong, et al., 1999; Bailey, et al., 2003; Biiyiikleblebici, et al.,
2014). Pelo fato da criopreservagao ser um processo sequencial com diferentes condi¢des de temperatura,
osmolaridade e inevitavel estresse celular, mesmo o espermatozoide bovino, considerado um dos mais
resistentes a criopreservagdo, apresenta perda parcial da funcionalidade espermatica em partidas pos-
descongelag@o. Tal perda ocorre, principalmente devido as disfungdes no metabolismo energético e
acumulo de agentes pro-oxidativos, afetando desta forma o seu potencial fecundante (Watson, 2000; Bailey,
et al., 2003; Petrunkina, 2007; Agarwal, et al., 2014; Layek, et al., 2016).

Alteragdes causadas nas mitocondrias, presentes em grande quantidade na pega intermediaria dos
espermatozoides, afetam ndo apenas o metabolismo energético, mas também o status oxidativo.Estas
organelas sdo o principal sitio de formacdo de EROs intracelular, com alta concentragdo de oxigénio e
elétrons na matriz mitocondrial que atuam na reducéo do oxigénio em agua, durante a fosforilacao oxidativa
(Nichi, et al., 2006; Aitken, et al., 2011; Losano, et al., 2018). Em situagdes de estresse celular em que a
estrutura mitocondrial € comprometida, ha escape de parte destes elétrons, dando origem ao acumulo de
EROs, como o anion superdxido (O>" 7), peroxido de hidrogénio (H2O;) e o radical hidroxila (OH),
resultando em um desequilibrio entre a produgdo destas EROs e a capacidade antioxidante celular e um
quadro de estresse oxidativo (Koppers, et al., 2008; Amaral, et al., 2013). Embora essenciais em diversos
processos fisiologicos do espermatozoide, como a hiperativagdo e capacitagdo espermaticas, reacao
acrossomal ¢ ligagdo & zona pelicida (Aitken, 2017; Aitken, et al., 2020; Gadella, 2008), o acimulo de
EROs tem efeitos deletérios em todas as estruturas espermaticas (Amaral, et al., 2013; Gallon, et al., 2006;
O'Connell, et al., 2002; Losano, et al., 2018; Aitken, et al., 2020). Ademais, a disfun¢do mitocondrial com
o consequente estresse oxidativo causa uma toxicidade prejudicial nao apenas ao espermatozoide afetado,
mas também aos adjacentes (Bailey, et al., 2003; Ortega-Ferrusola, et al., 2008; Aitken, et al., 2013;
Gualtieri, et al., 2021).

Avancos em analises moleculares e potenciais biomarcadores

Apesar do aprimoramento do conhecimento sobre a fisiologia espermatica, ainda ndo ha disponivel
uma avaliagdo isolada capaz de estimar o padrdo de fertilidade de amostras seminais. Novos avangos
importantes ocorreram com a aplicagdo de técnicas de avaliagdo de perfis moleculares de espermatozoides
¢ plasma seminal (Bieniek, et al., 2016; Mehrparavar, et al., 2019; Talluri, et al., 2022). Entre estas, a
metabolomica passou a ter destaque pelo fato dos metabdlitos serem as ultimas reacdes a alteragdes
bioldgicas relativas ao ambiente e, portanto, excelentes indicadores do status fisiologico celular (Patti, et
al.,, 2012; Mehrparavar, et al., 2019; D’Occhio, et al., 2019; Selvam, et al., 2020). Os estudos de
metabolomica espermatica passaram a ressaltar o papel de varias classes de metabolitos identificados em
espermatozoides e apontar potenciais biomarcadores de fertilidade, inclusive em bovinos. No entanto, ainda
ha poucos estudos utilizando analises que permitem a quantificacdo absoluta de metabolitos (em mM ou
ng/mL) entre diferentes padrdes de fertilidade e ragas, bem como a associag@o do perfil metabodlico com o
status funcional do espermatozoide (Hamamabh, et al., 1993; Moura, et al., 2006; Du Plessis, et al., 2011;
Paiva, et al., 2015; Velho, et al., 2018; Shan, et al., 2021). Esta associag@o, bem como a quantificago, sdo
requisitos importantes para a interpretagdo dos resultados moleculares observados e para o estabelecimento
de valores de referéncia, principalmente quando o objetivo ¢ identificar biomarcadores. Ademais, ¢
importante a compreensdo nao apenas do efeito isolado de metabolitos identificados como biomarcadores,
mas sim como eles interagem entre si para desempenhar uma funcdo bioldgica em cascatas bioquimicas
(Aitken, 2006; Bieniek, et al., 2016; Engel, et al., 2019; Memili, et al., 2020; Talluri, et al., 2022).

Estudo recente, realizado no Laboratério de Andrologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, por Leite, et al. (2022), demonstrou a importancia da associagao
de técnicas de andlise funcionais € metabolicas (Leite, 2022). Com a analise de um total de 152 amostras
seminais de touros das ragas Angus ¢ Nelore de alta e baixa fertilidade, a partir de historico conhecido de
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IATF, determinado por meio do indice [Fert™ (CRV Lagoa, 2018), o estudo, utilizando espectrometria de
massas com método target, quantificou 150 metaboélitos (classes lipidicas, carnitinas, peptideos,
aminoacidos e derivados, acidos organicos, nucleosideos, nucleotideos e derivados). Os resultados
demonstraram importantes correlagdes entre perfis funcional e metabolico, ndo apenas entre os grupos de
alta e baixa fertilidade, mas também entre as ragas estudadas. A associacdo de técnicas permitiu uma
interpretacdo mais acurada dos resultados metabolicos, com, por exemplo, disfungdes mitocondriais sendo
corroboradas pelo menor consumo de substratos importantes na producdo de ATP nas amostras de baixa
fertilidade, como acidos pirtivico e lactico (Paiva, et al., 2015; Zhao, et al., 2018; Memili, et al., 2020; Leite,
2022). Ademais, as analises funcionais indicaram origens distintas nas alteracdes mitocondriais entre os
grupos Angus e Nelore de baixa fertilidade, permitindo melhor interpretagao da diferenga observada entre
as duas ragas.

Neste estudo, uma observagdo importante foi que o grupo Angus de baixa fertilidade apresentou
maior porcentagem de espermatozoides com potencial de membrana mitocondrial (PMM) baixo associado
a alta atividade mitocondrial, bem como correlaggo positiva entre atividade mitocondrial e baixo PMM, um
quadro que indica a presenga de um mecanismo compensatorio para tentar restabelecer o PMM (Losano,
et al., 2017; Losano, et al., 2018; Leite, et al., 2022). Esse mecanismo resulta em uma maior produgio e
acimulo de EROs, o que foi observado no grupo Angus de baixa fertilidade, mas ndo no respectivo grupo
da raca Nelore (Caldeira da Silva, et al., 2008; Koppers, et al., 2008; Leite, et al., 2022). Isto posto, os
resultados demonstraram diferencas importantes quanto ao aproveitamento de metabolitos com agdo em
mecanismos antioxidantes. Embora os dois grupos de baixa fertilidade tenham apresentado maior
concentragdo de glutationa (GSH), e de sua forma oxidada (GSSG), metabdlitos considerados excelentes
identificadores de status oxidativo (Meseguer, et al., 2007; Shah, et al., 2017; Nadri, et al., 2020 ; Salman,
etal., 2021), houve diferenga entre as racas na concentragao de outras moléculas que atuam em mecanismos
antioxidantes, como, por exemplo, acido glutdmico, cisteina, glicina, alanina, glutamina, metionina,
dimetilglicina, acido pantoténico e onze tipos distintos de carnitinas (Coyan, et al., 2010; Dong, et al., 2016;
Zhao, et al., 2018; Abdulkareem, et al., 2020; Leite, 2022). Em contrapartida, as amostras dos grupos de
alta fertilidade apresentaram maior porcentagem de células com metabolismo energético eficiente (maior
atividade mitocondrial associada a um alto PMM), acompanhado de homeostase oxidativa (Leite, et al.,
2022) e, por conseguinte, um maior consumo de acidos piravico e lactico, maior produgao de acido citrico,
maior aproveitamento de antioxidantes e maior concentragdo de acido y-aminobutirico (GABA), molécula
considerada um importante biomarcador de viabilidade celular (Paiva, et al., 2015; Menezes, et al., 2019;
Leite, 2022).

Desafios para a validacdo de biomarcadores

Estudos como o supracitado, no qual foram identificados 66 potenciais biomarcadores de
fertilidade para as ragas Angus e Nelore, avangam continuamente na busca de painéis de moléculas que
possam apontar padroes de maior viabilidade pos-criopreservagdo e de fertilidade em touros (Moura, et al.,
2006; Peddinti, et al., 2008; Bieniek, et al., 2016; Zou, et al., 2017; Velho, et al., 2018; Zhao, et al., 2018;
Talluri, et al., 2022). No entanto, os desafios estdo presentes ndo na identificagdo, mas sim na validago de
biomarcadores de fertilidade em diferentes ragas. Superar estes desafios depende de forma significativa do
agrupamento de colecdes maiores de dados obtidos em pesquisas e da aplicacdo de analises mais profundas
nos mesmos com o uso de algoritmos com modelos estatisticos mais elaborados (Wang, et al., 2019;
Curchoe, 2019; Keller, et al., 2022).

Haé que se destacar ainda, a necessidade de avancos nas analises moleculares com a quantificagao
de concentragao de metabolitos. Esta quantificacdo permite considerar, de forma mais eficiente, o impacto
da variancia observada quanto aos indices de fertilidade de amostras de um mesmo grupo, alta ou baixa
fertilidade, bem como entre ragas (Zhao, et al., 2018; Talluri, et al., 2022). O uso de métodos de estatistica
descritiva, como histogramas de distribuig¢do de frequéncia, ¢ suficiente para demonstrar a importancia da
aplicagdo de analises com modelos estatisticos mais avancados para considerar estas varidncias na
validagdo de biomarcadores. Esta observacdo pode ser ilustrada com o uso de um dos potenciais
biomarcadores identificados no estudo de Leite et al. (2022), a palmitoil-L-carnitina, um metaboélito com
papel importante no metabolismo energético, por facilitar o processo de B-oxidacdo, e acdo antioxidante,
pela sua capacidade de sequestrar de EROs (Aliabadi, et al., 2012; Yang, et al., 2020; Nazari, et al., 2021).
Este metabolito apresentou elevada acuracia, sensitividade e especificidade na identificacdo e separagao de
amostras de alta e baixa fertilidade nas racas Angus e Nelore (Figura 1A). No entanto, analises mais
acuradas para a validagao da palmitoil-L-carnitina, ou de qualquer outro potencial biomarcador, permitem
considerar valores de concentracdo mais abundantes do metabdlito em amostras de alta ¢ baixa fertilidade,
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relacionando-os com diferentes indices, as diferencas entre racgas, (Angus de alta fertilidade: 16-18 ng/mL;
Angus de baixa fertilidade: 6 ng/mL; Nelore de alta fertilidade: 20- 24 ng/mL; Nelore de baixa fertilidade:
16-18 ng/mL), além de valores extremos ¢ a sobreposigdo destes entre os grupos estudados (Figura 1B).

A Angus de Alla ¢ Baixa Fertiidade - Curva ROC e Boxplot
Analise de biomarcadornos gruposAngus de alta e baixa fertilidade i*| | L
Metabolto AUC IC (95%) Sensitividade Especificidade P (TesteT) . =04
Palmitoil-L-camitina ~ 0,99312 0,978-1 0,95 0,975 9,.88E-24 | A5 ‘ l
Analise de biomarcador nos grupos Nelore de alta e baixa fertilidade i s R i
Metabolto AUC IC (95%) Sensitividade Especificidade P (TesteT) ,H |
Palmitoil-L-carmitina ~ 0,91558  0,833-0,976 0,857 0,886 264E-10 | I ,
B
Diferenca de concentragéo de palmitoil-L-carnitina em amostras de um mesmo grupo por distribuicdo de frequéncia
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Figura 1. Potencial biomarcador, Palmitoil-L-carnitina, com analise univariada de curva ROC e boxplot ¢
distribuigdo de frequéncia de concentragdes entre os grupos de alta e baixa fertilidade das racas Angus e
Nelore

Em A: tabelas com colunas com valor de AUC (4rea sob a curva ROC, acuracia), intervalo de confianga, sensitividade,
especificidade e P de teste-T (em notacdo cientifica) com analise pelo algoritmo SVM (support vector machines -
maquina de vetores de suporte), e graficos de andlise de curva ROC e boxplot ilustrando separagdo de amostras do
metabolito palmitoil-L-carnitina. Em B: histogramas de frequéncia de distribui¢do de concentragdo de palmitoil-L-
carnitina em amostras dos grupos das racas Angus e Nelore, de alta e baixa fertilidade, com destaque para a maior
abundancia de frequéncia de concentragio do metabdlito.

Fonte: Leite (2022)

Heterogeneidade de ejaculados

Outro ponto a ser considerado para novos avangos nas pesquisas sobre fisiologia espermatica,
identificagdo, analise e validagdo de biomarcadores relacionados a criopreservagao e fertilidade, ¢ o fato de
que ejaculados sdo heterogéneos. Subpopulagdes espermaticas ocorrem pelas diferencas na produgéo
individual de espermatozoides, sua origem, bem como pela diferenga na idade e status de maturagdo dos
mesmos quando se misturam no epididimo e, subsequentemente, no ejaculado (Kathiravan, et al., 2011;
Martinez-Pastor, 2021). Como as subpopulagdes espermaticas coexistem numa partida de sémen, a
avaliacdo da diversidade fisiologica dos grupos de espermatozoides, apesar de ser um desafio, pode ser um
caminho para se detectar caracteristicas espermaticas que culminem em maior fertilidade. O estudo de
subpopulacdes ainda ¢ considerado limitado, com espaco e necessidade de pesquisas, com nimero mais
elevado de células e amostras, para esclarecer o impacto e efeitos fisioldgicos das subpopulacdes
espermaticas no processo de criopreservacao, efeitos da criocapacitacdo e fertilidade. Estes objetivos
podem ser alcangados, por exemplo, pelo uso de dados de pardmetros cinéticos individuais de
espermatozoides, utilizando-se de forma detalhada as andlises realizadas no CASA (analise
computadorizada da cinética espermatica) para se estabelecer a relagdo destes com perfis funcionais,
moleculares e indices de fertilidade (Amann, et al., 2014; Yéaniz, et al., 2018; Valverde, et al., 2019;
Martinez-Pastor, 2021). Estudos com analises avangadas de subpopulagdes podem, além de contribuir para
a validag@o e maior acuracia de potenciais biomarcadores de fertilidade, proporcionar uma fundamentagao
fisiologica importante para os diferentes pardmetros de cinética gerados nos sistemas CASA. A importancia
de se observar variacdes e possiveis relagdes entre parametros cinéticos e perfil fisioldgico de uma partida
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de s€men pode ser, novamente, ilustrada com o uso de histogramas (Figura 2).

A Angus de alta fertilidade - analise de amostra com 110 mil células

VSL - Velocidade linear (pm/s) Linearidade
1500 4 54% (40-60)
50% (40-70)
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B Angus de baixa fertilidade - analise de amostra com 110 mil células

VSL - Velocidade linear (um/s)
. 53% (20-40)
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Figura 2. Frequéncia de distribuigdo de duas variaveis cinéticas, dados funcionais e metabodlicos em partidas
Unicas de touros dos grupos Angus de alta e baixa fertilidade

Histogramas de frequéncia de distribuigéo (%) de valores dos parametros cinéticos velocidade linear e linearidade pela
analise de dados individuais (sistema trace it) de 110 mil células de uma mesma partida pelo sistema CASA Computer-
Assisted Sperm Analysis; Hamilton-Thorne®, Ivos II, IMV Technologies, L'Aigle, Franga), e selecdo de dados
funcionais e metabolicos (concentragdo em ng/mL) para ilustrar diferengas em padréo cinético e possivel relagdo com
perfis funcional (atividade mitocondrial, potencial de membrana mitocondrialm presenga de EROs), metabolico
(quantificagdo em ng/mL de metabolitos selecionados relacionados ao metabolismo energético e status oxidativo) e

padrao de fertilidade (alta e baixa). Em A: analise de uma partida de Angus de alta fertilidade; Em B: analise de uma
partida de Angus de baixa fertilidade.
Fonte: Leite (2022)
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As andlises do exemplo da Figura 2, foram realizadas com a avaliacdo cinética individual de
espermatozoides (método trace-it do CASA), em um nimero elevado de células (110 mil) em uma tnica
partida de alta fertilidade e outra de baixa fertilidade, da raga Angus. Os histogramas apresentam variagdes
importantes em dois pardmetros cinéticos, com diferengas claras na abundancia de frequéncia de valores
entre os grupos, dados que, com o uso de modelos estatisticos, podem ser relacionados com os perfis
funcionais e metabdlicos de cada amostra. O estabelecimento de relagdes entre cinética e fisiologia em
partidas de sémen podem gerar avangos no uso de analises de cinética espermatica realizadas em centrais
de sémen, bem como contribuir para a validagao e aplicacdo mais acurada de biomarcadores de fertilidade
(Ferraz, et al., 2014; Ibanescu, et al., 2020; Hidalgo, et al., 2021).

Consideracoes finais

Tendo em vista os avangos obtidos até hoje em pesquisas com s€émen bovino, os quais destacam a
relacdo de um metabolismo energético eficiente e manutencdo da homeostase oxidativa com fertilidade,
bem como o crescente numero de estudos que apresentam possiveis biomarcadores moleculares de
fertilidade para touros de diferentes ragas, os desafios estdo no maior aproveitamento dos resultados ja
obtidos e futuros. Apesar da continua geracdo de dados, com grande parte apresentando resultados
relevantes, ha necessidade de analises mais avangadas dos dados brutos gerados para aumentar a acuracia
das observagdes e, por conseguinte, aproxima-las da aplicacdo pelas centrais de sémen e pelo setor da
pecuaria em geral. Nesse sentido, a dificuldade no agrupamento dos dados brutos gerados em pesquisas
esta sendo solucionada, aos poucos, com o uso de repositérios de dados nas universidades, dados estes que,
como ja ocorre em estudos na medicina humana, sdo inseridos em banco de dados e analisados. Nao
obstante, pesquisadores e empresas na area de reprodug¢do animal contam com um grande avango e
disponibilidade de ferramentas de inteligéncia artificial para a analise de dados. Estas ferramentas, que sdo,
de forma simplificada, modelos estatisticos, podem facilitar andlises mais profundas e precisas de um
numero elevado de informagdes (Wang, et al., 2019; Floridi, 2019). Analises estas que, por sua vez, tém
papel importante para a superagdo de desafios para a validagdo de métodos de identificacdo de padrdes de
fertilidade em touros de diferentes ragas, ndo apenas de animais em servi¢o, mas em um longo prazo e de
forma ideal, de biomarcadores que identifiquem potenciais de fertilidade antes da puberdade. Desta forma,
economiza-se tempo para disseminag@o de genética superior a campo, bem como gastos com touros que
passam por um periodo relativamente longo nas centrais até que sua fertilidade seja caracterizada.
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