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Resumo. Tema e alcance: a estimativa da fertilidade do reprodutor é uma ferra-
menta importante na escolha do macho, ndo s6 porque reflete o estado individual
do reprodutor, mas também porque dito resultado influencia o futuro do rebanho.
A presente revisao aborda o assunto fertilidade no macho bovino sob a perspec-
tiva da biotecnologia do sémen. Caracteristicas: descreve as caracteristicas semi-
nais que influenciam o potencial reprodutivo e apresenta de forma geral técnicas
laboratoriais rotineiras e inovadoras na avaliagdo de espermatozoides. Documen-
tos base na area de biotecnologia de sémen assim como artigos das ultimas qua-
tro décadas foram utilizados na revisao; além disso, aspectos-chave de manuais
e livros de difusdo mundial complementam o acervo bibliografico referenciado.
Achados: o amplo nimero de estudos sobre o tema e a diversidade nos resultados
pressupdem vazios no conhecimento que abrem uma oportunidade na utilizagdo
de ferramentas genomicas e permitem explicar com maior acurdcia os diferentes
eventos fisiologicos presentes na expressao das caracteristicas seminais referentes
a fertilidade. Conclusées: a variancia genética e as mudancas epigenéticas podem
estar influenciando o potencial reprodutivo no macho; fendmenos funcionais
ainda pouco conhecidos precisam ser elucidados no intuito de compreender e, tal-
vez, alterar essa variagdo entre e inter reprodutores.

Palavras-chave: espermatozoide, insemina¢ao artificial, marcador molecular,
protedmica.
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Evaluaciones seminales y nuevas herramientas
genomicas en la estimacion de la fertilidad en toros

Resumen. Tema y alcance: estimar la fertilidad del reproductor es una herramienta impor-
tante en la selecciéon del macho, no solo porque refleja el estado individual del reproduc-
tor, sino también porque tal resultado influencia el futuro del rebafio. La presente revisiéon
aborda el asunto de la fertilidad en el macho bovino desde la perspectiva de la biotecno-
logia del semen. Caracteristicas: describe las caracteristicas seminales que influyen en el
potencial reproductivo y plantea, de forma general, técnicas de laboratorio rutinarias e
innovadoras para la evaluacién de espermatozoides. Documentos base en el drea de bio-
tecnologia del semen y articulos de las ultimas cuatro décadas se utilizaron en la revision;
ademas de esto, aspectos claves de manuales y libros de difusién mundial complementan
el acervo bibliografico referenciado. Hallazgos: el amplio numero de estudios acerca del
tema y la diversidad en los resultados presuponen vacios en el conocimiento que abren
una oportunidad en la utilizacién de herramientas genémicas y permiten explicar con mas
precision los distintos eventos fisioldgicos presentes en la expresion de las caracteristicas
seminales de fertilidad. Conclusiones: la variacion genética y los cambios epigenéticos pue-
den estar influenciando el potencial reproductivo del macho; fenémenos funcionales aun
poco conocidos deben ser aclarados con el fin de comprender y, tal vez, modificar esta
variacion entre e interreproductores.

Palabras claves: espermatozoide, inseminacion artificial, marcador molecular, protedémica.

Seminal Testing and New Genomic Tools
in Estimating Fertility in Bulls

Abstract. Topic and scope: Estimating the fertility of the breeding animal is an important
tool in selecting the male, not only because it reflects the individual state of the breeding
animal, but also because such result influences the future of the herd. This review addresses
the issue of bovine male fertility from the perspective of semen biotechnology. Features:
The seminal characteristics that influence reproductive potential are described, and inno-
vative routine laboratory techniques for sperm testing are proposed in a general way. Base
documents in the area of semen biotechnology and articles from the past four decades were
used in the review; in addition, key aspects of globally disseminated manuals and books
complement the referenced bibliography collection. Findings: The large number of studies
on the topic and diverse results presuppose knowledge gaps that open up an opportunity
to use genomic tools and allow to explain more precisely the different physiological events
present in the expression of seminal characteristics of fertility. Conclusions: Genetic vari-
ation and epigenetic changes may be influencing male reproductive potential; functional
phenomena that are still little known must be clarified in order to understand and perhaps
modify this variation in and among reproductive stock.

Keywords: spermatozoon, artificial insemination, molecular marker, proteomics.
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Introducao

A aplicagio de tecnologias de reproducio assistida
possibilita o incremento no melhoramento genético.
Algumas dessas técnicas aumentam a selegao diferen-
cial fixando caracteristicas de interesse zootécnico,
como a inseminacao artificial (14) e a transferéncia de
embrides, enquanto a produgio in vitro de embrides
(principalmente a partir de animais pré-putberes)
acelera o ganho genético e reduz o intervalo entre
geragdes [1]. A 1a apresenta taxa de prenhez satisfato-
ria, no entanto s6 50% dessas prenhezes conseguem
chegar a termo com sucesso [2], aproximadamente a
metade dos casos de perda é consequéncia de inferti-
lidade ou subfertilidade do macho [3].

Durante as ultimas décadas, numerosos testes
de avaliacdo da capacidade fertilizante dos esperma-
tozoides foram desenvolvidos, destacando-se as ana-
lises morfologicas [4], da motilidade [5], os testes de
penetracdo do muco cervical [6], a andlise das mem-
branas plasmadtica e acrossomal, e a interacdo esper-
matozoide-zona pelucida em testes de fertilizagdo in
vitro com o6citos homdlogos [7]. Entretanto, é neces-
sario um método preciso e amplamente aplicavel para
a avaliacdo de sémen no diagndstico de infertilidade
do macho que permita melhorar os padroes de avalia-
¢do seminal. Estudos genomicos e/ou protedmicos sis-
tematizados das caracteristicas seminais assim como
chips de microarranjos poderiam contribuir na iden-
tificacdo de novas e melhores técnicas de avaliacio [8].

O presente estudo de revisdo tem como obje-
tivo apresentar de forma geral as principais téc-
nicas e abordagens utilizadas na estimativa de
fertilidade seminal em bovinos assim como des-
crever de forma geral aspectos inovadores com a
utilizagdo de ferramentas gendmicas.

Avaliacao da fertilidade em touros

A fertilidade é uma caracteristica complexa que
compreende desenvolver estagios de conhecimento
sobre dreas como: interacdo do espermatozoide e
odcito para formar um zigoto, compactacio de
células embriondrias para formar uma morula,
estabelecimento do blastocisto, fixacio do embrido
no utero, desenvolvimento fetal, entre outros [9].
Por sua vez, a queda no desempenho reprodutivo
na pecudria bovina ao longo das ultimas décadas
[10] tem sido atribuida principalmente a falha de
fertilizacdo e a perda embriondria precoce [11].

Os touros sdo capazes de gerar mais descen-
dentes do que as vacas; consequentemente, a sele-
¢do do macho é mais eficaz do que a sele¢do da
fémea para melhorar qualquer caracteristica [12].
Quando se utilizam touros com valores genético e
reprodutivo superiores em um rebanho, pode-se
reduzir o niimero de reprodutores em servico e acele-
rar o ganho genético [13]. Entretanto, existem diferen-
¢as na capacidade fertilizante entre os touros [14]-[17].

Desde 1986, o método mais utilizado no
mundo para avaliar a fertilidade do macho na
pecuaria foi por meio da taxa de concepgao relativa
estimada (ERCR, do inglés estimated relative concep-
tion rate), que se baseava na taxa de ndo retorno ao
cio (NNR, do inglés non-return rate) apds o primeiro
servico por 14 [18]. De acordo com o modelo pro-
posto por Clay e McDaniel [19], a ERCR ¢ expressa
como a diferenca percentual do reprodutor na taxa
de concepc¢io por 14, em relagao a média do grupo
contemporaneo.

Essa abordagem depende estritamente da dis-
ponibilidade de uma grande quantidade de dados
que devem ser corrigidos e padronizados para prin-
cipais fatores de variabilidade ambiental. Além
disso, a estimativa de fertilidade por meio de cru-
zamentos ou 1A é cara e demorada, e s6 é possivel
apos o uso generalizado de um touro [20].

Devido a questionamentos sobre a acurdcia
do ERCR, em 2008, foi adotado um novo indice de
fertilidade para machos nos Estados Unidos, cha-
mado taxa de concepgdo do reprodutor (src, do
inglés sire rate conception), que se baseia na confir-
magao da prenhez 70 dias ap6s 14 (diferente da taxa
de retorno ao cio) [21].

A avaliagdo de caracteristicas morfoldgicas do
reprodutor é fundamental no diagndstico de ferti-
lidade. Essa avaliacao tem foco na funcéo testicular
e do epididimo, e/ou na normalidade do trato geni-
tal do macho, auxiliando a identificagdo de casos de
infertilidade, ou mesmo de sub-fertilidade poten-
cial. Ja a avaliagdo das caracteristicas seminais pode
determinar o seu grau de normalidade, antes do
sémen ser processado para a inseminacéo artificial
ou fertilizagdo in vitro (F1v) [22]. Avaliacao da fun-
¢d0 espermdtica em uma amostra de sémen tem um
objetivo final de informar sua fertilidade potencial
e, em longo prazo, informar a fertilidade do macho
de onde a amostra foi coletada [22].

Para medir e até mesmo estimar a fertilidade do
macho, diversos métodos laboratoriais foram conce-
bidos durante as ultimas décadas, com o objetivo de



36  Articulo de revision

reduzir os custos e o tempo necessario para avaliar
touros cujo material genético sera difundido por meio
de biotecnologias como a 14, principalmente [23].
Parte da complexidade de trabalhar com os
espermatozoides provém do fato de cada esperma-
tozoide ser uma célula multicompartimental que
deve possuir diferentes atributos para ser capaz de
fertilizar um odcito [24]. Dentre as principais carac-
teristicas que deve possuir a célula espermatica,
destacam-se: motilidade, atividade mitocondrial,
membrana acrossomal intacta, receptores de mem-
brana, membranas plasmaticas intactas e nicleo em
adequado grau de condensagéo [24, 25, 26].
Devido a essa multicompartimentalidade, a
analise de uma caracteristica ndo ¢ suficiente para
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estimar a capacidade fertilizante dos espermatozoi-
des, pois o defeito funcional ou morfoldgico pode se
encontrar em qualquer outro local celular [27].

Analise por caracteristica em
espermatozoides criopreservados

Morfologia espermatica

A estrutura do espermatozoide bovino divide-se,
principalmente, em quatro regides: cabega, peca inter-
medidria, peca principal e peca terminal (figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquemadtica da estrutura de um espermatozoide bovino

Fuente: [28]
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A analise morfoldgica do sémen é um impor-
tante parametro de qualidade e, de modo geral,
permite descartar ejaculados ou machos que ultra-
passam um determinado nivel de anormalidades.
Para machos que estdo dentro dos padrdes tolera-
dos de anormalidades, a morfologia espermatica
parece ter valor limitado para predi¢do da ferti-
lidade [29]. Nesse sentido, pode-se assumir que a
avaliagdo da morfologia e da motilidade espermé-
tica apresentam maior sensibilidade e, portanto,
valor progndstico, quando empregadas na identi-
ficagdo de amostras que naturalmente apresentam
baixo potencial de fertilidade [30].

Com relacio as diferentes subestruturas e a
seu papel determinante na fertilidade, alteracoes
morfoldgicas na cabeca [31-33], peca intermedidria,
peca principal [34] e peca terminal dos espermato-
zoides tém sido relacionadas com queda do poten-
cial fertilizante em touros [35].

Anormalidades dos espermatozoides podem
ser divididas em altera¢cdes primarias e secunda-
rias ou em alguns sistemas de classificagdo de ano-
malias maiores e menores [24]. Portanto, defeitos
maiores sdo aqueles associados com potencial ferti-
lizante diminuido, enquanto defeitos menores tém
pouco efeito sobre a fertilidade [36] e geralmente
podem ser compensados pela adi¢do de esperma-
tozoides na inseminac¢do (infertilidade compensa-
toria) [32].

Segundo o procedimento de exame androlo-
gico e de avaliagdo seminal para bovinos descrito
pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢io Animal
[37], o valor individual mdximo comumente aceito
para defeitos maiores é de 20%, e a soma destes com
defeitos menores nao deve superar 30% em amos-
tras de sémen de touros doadores. Casagrande et al.
[38] reportaram, apds avaliar 191 partidas de sémen
bovino com boa fertilidade, menos de 20% de
patologia espermatica e 15% de defeitos maiores,
enquanto partidas acima de 30% de patologia esper-
matica e 20% de defeitos maiores tiveram baixa fer-
tilidade. Isso é geralmente associado com amostras
que contém numeros elevados de espermatozoides
com anormalidades em cabeca e acrossoma, e pre-
sencga de vactiolos nucleares.

A morfologia espermatica é avaliada subjeti-
vamente por meio de microscopia optica conven-
cional [39], em que normalmente sdo contadas 200
células e observadas com ampliacdo 1000X em
microscdpio de contraste de fases sob 6leo de imer-
sdo [40]. Entretanto, paraa observag¢io de elementos

como a forma do nucleo espermético, sio requeri-
dos métodos mais objetivos, por exemplo, a ana-
lise computadorizada da morfometria espermatica
(Asma, do inglés automated sperm morphometry
analysis), técnica que pode proporcionar a identifi-
cagdo de touros de baixa fertilidade de forma quan-
titativa [24].

Integridade da membrana plasmdtica

A integridade da membrana plasmatica é essen-
cial no processo de fertilizagdo [41] e é comumente
associada com viabilidade espermdtica [42]. A ava-
liagdo da integridade fisica da membrana plasma-
tica pode ser feita por meio de corantes (Azul de
Tripan, Eosina/nigrosina) ou sondas fluorescentes
(Carboxifluoresceinadiacetato — cFDA, Iodeto de
Propideo — P1, sYBR-14, Hoechst 33342) [43-45].
No entanto, avaliagées da competéncia funcional
da membrana plasmatica sio realizadas frequente-
mente pelo teste hiposmético (Host, do inglés hiypo-
osmotic swelling test) [46].

Quando essa avaliagdo é associada com o teste
de competéncia funcional (Host) e coloragdes que
avaliam a integridade plasmatica e acrossomal, a
percentagem de variagdo da fertilidade explicada
superou 80% [47]. Januskauskas et al. [48], utili-
zando sondas fluorescentes, consideraram a via-
bilidade espermadtica como a varidvel de maior
impacto isolado na determinagdo de potencial
fertilizante.

Integridade da membrana acrossomal

A capacitacdo espermadtica e a reagdo acrossomal
agem cOmMO processos conjuntos que os tornam
essenciais na aquisi¢do da capacidade de penetra-
¢do do odcito pelos espermatozoides [30].

O acrossoma deve ser estrutural e bioquimi-
camente intacto antes de comecar a reagio acrosso-
mica. Ele contém as enzimas necessarias para que
o espermatozoide possa se ligar, penetrar o odcito
e fertilizd-lo [49].

O processo de criopreservacio afeta diferen-
cialmente as subpopulagdes de espermatozoides,
levando a uma redu¢do da sua habilidade de pene-
tracdo na zona pelticida assim como a predisposi-
¢do a capacita¢do prematura e a reagdo acrossdémica
(AR) espontanea [50]. O grau de AR esta significa-
tiva e positivamente relacionado a fertilidade [22].
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Marcadores fluorescentes como a clortetraci-
clina (ctc) tém sido utilizados para avaliar o per-
centual de espermatozoides capacitados em uma
amostra, mostrando-se como método util para ava-
liar mudangas biologicamente relevantes no estado
funcional de suspensdes de esperma de touros [51].
De modo geral, essa sonda se liga 8 membrana plas-
matica do espermatozoide sob sistema Ca**/Mg*
dependente e forma, assim, complexos altamente
fluorescentes de cTc com Ca** e ions Mg?** ligados
a membrana [52].

As aglutininas como a do Ricinus communis
(rRcA) e Psium sativum (PsA) possuem especifici-
dade por glicoproteinas da membrana acrossomal
e, quando conjugadas ao isotiocianato de fluores-
ceina (r1TC, do inglés fluorescein isothiocyanate),
indicam o estado do acrossoma; assim a fluorescén-
cia éindicativo de interrup¢édo da membrana acros-
somal ou falha na reacdo acrossdémica, e a auséncia
de fluorescéncia é indicativo de acrossoma intacto
[53, 54, 45]. Outros trabalhos com aglutinina de
amendoim conjugada com ficoeritrina (PE-PNA, do
inglés phycoerythrin-peanut agglutinin) também
mostraram resultados satisfatorios na avaliagdo
desse parametro [55].

Avaliagdo direta da fungdo mitocondrial

Embora varios estudos mostrassem que o papel
das mitocondrias localizadas na peca intermedid-
ria dos espermatozoides ndo necessariamente sao
responsaveis pelo fornecimento energético que da
mobilidade a célula espermatica [56-58], a avalia-
¢do da funcdo delas no espermatozoide continua
sendo importante, uma vez que o ATP produzido
por elas se relaciona com processos que regulam
o gradiente de Na*/K* nas membranas plasmati-
cas. Desse modo, sua integridade funcional pode
se associar com a sobrevivéncia do espermatozoide
através trato genital feminino ou durante a aplica-
¢do de tecnologias de reprodugdo assistida (ARTs,
do inglés assisted reproductive technologies) [54].

As mitocodndrias da peca intermedidria pro-
duzem ATP por meio da fosforilagdo oxidativa (via
aerobica). Na produgdo desse ATP, a ATP sintase
catalisa a reacdo utilizando um sistema de trans-
porte ativo de elétrons que gera uma gradiente
negativa de protons, os quais vao de volta para a
matriz mitocondrial, o que leva a produ¢io da
molécula de aTp [59, 54].

Spei Domus / Volumen 11, Ntimero 23 / julio-diciembre 2015

Sondas fluorescentes como Rodhamina 123 e
5,5°,6,6-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimida-
zolyl-carbocyanine iodide (jc-1) sdo utilizadas na
avaliacdo da fun¢ido mitocondrial [24, 58].

Na interpretacéo do principio de agdo das son-
das, para mitocondrias ndo coradas, assume-se que
o gradiente de prétons entrou em colapso e, conse-
quentemente, a produc¢do de ATP aerdbico cessou.
Assim, espermatozoides ndo corados ndo contém
mitocdndrias funcionais, enquanto as células cora-
das sdo positivas ou funcionais [59, 54].

Apesar da multiplicidade de sondas disponi-
veis, jc-1 apresenta vantagens devido a sua capaci-
dade de fixa¢do na membrana mitocondrial interna,
0 que torna vantajoso na identificacdo de popula-
¢Oes de mitocondrias com alto e baixo potencial de
membrana [45].

Estudo da cromatina espermdtica

Caracteristicas da cromatina em espermatozoi-
des podem contribuir para totipoténcia celular
assim como para o desenvolvimento de padrdes de
imprinting paterno e ativagido do genoma embrio-
nario [60]. Correlagdo significativa entre fertili-
dade e anomalias na estrutura do pNa tem sido
encontrada em humanos [61-62] e animais [63-64].

Mudangas drasticas na estrutura da cromatina
ocorrem durante os estdgios finais da espermiogé-
nese em mamiferos. O genoma das espermatides ¢
condensado no nucleo celular e inativado pela liga-
¢do sequencial de vérias proteinas nucleares basicas
[65]. O arranjo da cromatina espermatica difere das
células somaticas, e essa remodelagdo nas proteinas
basicas confere maior grau de condensagido desta.
Embovinos, a proteina comumente associada a cro-
matina é a Protaminal (pl) [66]. Modelos de orga-
niza¢do da protaminas foram propostos décadas
atrds [67] e ainda continuam sendo alvo de estudos.

As alteragdes na integridade da cromatina
estdo caracterizadas pela presenca de rupturas na
fita simples ou dupla da molécula de pNa, 0 que
acarreta formacdo de segmentos desnaturados
[63]. Em humanos, danos ao DNA do espermato-
zoide tém afetado parcialmente o desenvolvimento
do embrido e sua capacidade para uma implantacao
bem-sucedida [68], o que sugere uma perda espon-
tanea da gestagdo [69].

Foram identificadas quatro principais cau-
sas de quebras na estrutura do DNA: 1) apoptose
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abortiva durante mitose inicial, 2) rupturas dos
filamentos de DNA ndo resolvidas e criadas durante
a espermatogénese para aliviar as tensdes da tor¢ao
associadas a remodela¢do da cromatina, 3) matu-
racdo espermadtica anormal causada por distarbios
na protaminagio e 4) estresse oxidativo derivado
da liberagdo de radicais livres provenientes do
metabolismo celular [70, 71].

Existem varias formas de classificar os testes
envolvidos na avaliagdo da integridade da cromatina
espermatica. Esses testes podem variar segundo seu
mecanismo de agdo em: 1) testes que determinam a
estrutura da cromatina, como Laranja de Acridina
(a0, do inglés acridine orange), Azul de anilina,
Cromomicyn A, Azul de Tolouidina e o ensaio estru-
tural da cromatina espermatica (scsa, doinglés sperm
chromatin structure assay); 2) testes de fragmentacao
do DNA espermatico, como tradugdo de quebras in
situ (1SNT, do inglés in situ nick translation), desoxinu-
cleotidiltransferase terminal dutp mediada por que-
bras de marcacéo terminal (Tunel, do inglés terminal
deoxynucleotidyl transferase dutp nick end labeling),
deteccio de quebra por hibridagéo e fluorescéncia in
situ (DBD-fish, do inglés bNA breakage detection-fluo-
rescence in situ hybridization), ensaio de eletroforese
em gel de tnica célula (Cometa) e 3) ensaios esper-
maticos da matriz nuclear como o teste de dispersao
da cromatina (scp, do inglés sperm chromatin disper-
sion) e o teste de estabilidade da matriz nuclear esper-
matica [62, 71].

Existe controvérsia entre estudos em humanos
[72, 73] e bovinos em relagdo aos testes que avaliam
a estrutura da cromatina e sua associagdo com fer-
tilidade, embora em humanos a técnica scsa tenha
comprovada associagdo clinica com fertilidade, em
bovinos os resultados ndo sdo conclusivos [74-76] ja
que cada teste avalia uma particularidade do dano
a0 DNA, e 0 numero de avaliagdes dos ensaios ndo
permite associacao estatistica.

Finalmente, o alto rendimento das avalia-
¢Oes seminais multipardmetro (de preferéncia
com a ajuda de detec¢do por citometria de fluxo
e coloracdo fluorescente) deverdo fornecer dados
estatisticamente mais fortes que permitam obter
correlagdes entre os pardmetros de qualidade do
sémen e os resultados de fertilidade [54].

Testes in vitro na estimativa da fertilidade

Ensaios que avaliam a capacidade dos espermato-
zoides se ligarem a zona pelicida e/ou penetrar/

fertilizarem os odcitos in vitro foram também
desenvolvidos. Eles mensuram a eficicia (concen-
tracdo e capacidade) de receptores dos esperma-
tozoides para se ligarem ao odcito, ao oolema e
iniciarem a fertilizacdo [24].

A 1A é 0 método mais preciso para avaliar a
fertilidade de um touro; no entanto, comparada
com a fertilizacio in vitro (F1v), a 1A tem como des-
vantagens seu alto custo e longo periodo de avalia-
¢do [77].

Estudos retrospectivos comumente relatam
correlacdes positivas (r= 0,35-0,59) entre F1v e fer-
tilidade in vivo [78, 79]. Varios autores sugerem que
aanalise combinada de caracteristicas de esperma-
tozoides separados por swim-up, ensaio de penetra-
¢do da zona peldcida (zBa, do inglés zona binding
assay) e FIV pode ser usada para prever a fertilidade
do touro [80, 20].

Em estudo recente, o teste de penetracio em
muco cervical mostrou-se correlacionado com F1v;
assim, espermatozoides com reduzida capacidade
de penetra¢do no teste apresentaram baixa capaci-
dade fertilizante [81].

Morado et al. [82], avaliando fertilidade in
vivo por meio da 14, concluiram que as taxas de F1v
foram significativamente maiores nos touros de alta
fertilidade in vivo quando comparados com os de
baixa fertilidade, considerando a baixa importancia
relativa dos outros ensaios aplicados neste estudo.
Os autores sugerem o teste de FIV como a técnica
mais adequada para estimar a fertilidade a campo.

GenoOmica na predigao de fertilidade

A gendmica em bovinos passou por uma mudanga
de paradigma desde o advento do sequenciamento
do genoma, que inclui, entre outras abordagens,
estudos de associacdo ampla do genoma (Gwas,
do inglés genome-wide association studies). Essa
ferramenta colabora para desvendar a genética de
caracteristicas complexas e fornecer previsdes bio-
logicamente significativas e precisas [83].

A aplicacdo de tecnologias da gendmica para
estudo da célula espermatica, em conjunto com
uma avaliacdo detalhada da competéncia funcio-
nal deve fornecer perspectivas para as bases bioqui-
mica, fisiologica e genética da qualidade do sémen
de baixo potencial fertilizante [61].

Abordagens gendmicas comparativas que
identificam genes expressos nos testiculos tém
caracterizado genes com importantes fungdes na
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regulacdo do desenvolvimento espermatico em
diferentes espécies (murinos, insetos, humanos e
bovinos principalmente) [84, 85].

Proteémica

Amplos e dindmicos estudos de protedmica e geno-
mica comparativa sdo um pré-requisito para identifi-
car novos biomarcadores para fertilidade masculina
que serdo subsequentemente aplicaveis na determi-
nacdo da fertilidade [86].

Touros classificados como de alta e baixa fer-
tilidade apresentaram diferente perfil de protei-
nas do plasma seminal (Bpss) [87]-[88]. Killian [88]
identificou alta e positiva correlagdo entre fertili-
dade e Bsp 30kd, fosfolipase A2 e osteopontina,
enquanto touros com baixa fertilidade tiveram alta
concentragdo de espermadesina Z13.

D’Amours et al. [89] identificaram duas pro-
teinas (adenilatoquinase isoenzima 1 e proteina de
ligagdo fosfatidiletanolamina 1), principalmente
expressas em touros com espermatozoides férteis
e conseguiram explicar 64% (p<0,001) das pontua-
¢oes de fertilidade do respectivo touro.

Park et al. [90] identificaram cinco proteinas,
enolase 1 (ENo1), ATP H'sintase (ATP5B), ASPP2, alfa-
2-Hs-glicoproteina (AHSG), e fosfolipidio hidroperd-
xido glutation peroxido (GPx4), expressas em maior
propor¢do nos espermatozoides de touros de alta
fertilidade, enquanto trés proteinas, VDAC2, roppo-
rin-1, e UQCRC2, foram mais altamente representa-
das nos espermatozoides de touros de fertilidade
baixa. Neste estudo, o limite inferior da alta ferti-
lidade foi definido como taxa de ndo retorno ao cio
maior a 70%.

RNAS de espermatozoides também fornecem
uma alternativa para entender o desenvolvimento de
cada célula e proporcionam, assim, biomarcadores
de fertilidade e prenhez. O rapido desenvolvimento
das tecnologias de ensaio RNA que incluem RNA-seq
tem detalhado a presenca especifica de uma ampla
variedade de transcritos dos espermatozoides. Essas
transcri¢es ndo somente parecem refletir o curso
passado da espermatogénese, mas também incluir
fatores criticos para a fertilizagdo bem-sucedida e o
desenvolvimento embrionério [91].

Rahman etal. [92] apresentam um resumo dos
principais estudos de protedmica para definir a fer-
tilidade masculina com modelos animais.
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Marcadores de DNA

Apesar da conhecida influéncia do macho na
reprodugdo e do seu impacto no rebanho, ainda
sdo poucos os estudos que comparam caracteristi-
cas de fertilidade em relacdo aos estudos desenvol-
vidos com fémeas [93].

A identificagdo de polimorfismos de unico
nucleotideo (sNPs, do inglés single-nucleotide poly-
morphisms) para genes especificos envolvidos na
reprodugdo pode melhorar a confiabilidade das
estimativas genOmicas para essas caracteristicas de
baixa herdabilidade [94].

Recentemente, painéis de genotipagem que
contém milhares de marcadores estido sendo empre-
gados nas analises de associa¢do para identificagio
de Locos de Caracteristicas Quantitativas (QTLs, do
inglés Quantitative Trait Loci). Essa técnica, cha-
mada de estudo de associagdo gendmica ampla
(genome-wide association studies — Gwass), explora
o desequilibrio de ligagdo dos milhares de marcado-
res que cobrem o genoma animal [95] de forma que
todos os genes de um QTL estejam em desequilibrio
de ligagdo com pelo menos uma parte dos marcado-
res, explicando assim quase a totalidade da variagdo
genética de um carater quantitativo.

Quando genes sdo selecionados baseados na
sua posi¢do no genoma (sobre Joci de caracteristica
quantitativa ou QTL), tornam-se candidatos; entao,
sao avaliados marcadores genéticos na regiao cro-
mossOmica especifica que devem ser testados em
outras populagdes a fim de definir o QTL como
segregante [96].

O estudo de associagdao genomica ampla tem
gerado valiosas informagdes sobre a fisiologia
reprodutiva de machos nas diferentes espécies de
mamiferos uma vez que avaliam o genoma em sua
totalidade permitem a identificacao de genes can-
didatos assim como a comparagdo entre espécies
nos eventos fisioldgicos avaliados [97]. Estes auto-
res identificaram o gene integrina beta 5 (17GB5)
como importante na interagdo entre espermato-
zoide e odcito, afetando, assim, fertilizacdo e desen-
volvimento embrionario inicial.

Fortes et al. [98], utilizando GwAS em uma
populagao de touros Brahman, identificaram genes
associados a caracteristicas reprodutivas como desen-
volvimento testicular e qualidade seminal, assim como
para os hormdnios reprodutivos IGF1, LH e inibina.
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Apesar do reconhecido papel do macho na fer-
tilizagdo e no desenvolvimento embrionario des-
crito por diversos autores [15, 95, 99], ferramentas
genOmicas de selecdo para a caracteristica fertili-
dade espermatica sdo escassas nos diferentes pro-
gramas de melhoramento genético [100].

Recentemente foram descobertas associa¢des
significativas entre sNps do macho e taxa de pre-
nhez em trés genes relacionados com espermato-
génese (MAPIB, ppPIRI] e DDX4). Seis marcadores
SNPs associados aos genes citados foram propostos
como marcadores genéticos em etapa de prova para
avaliagdo em outras popula¢des [98].

Conclusoes

Durante décadas, a estimativa de fertilidade no
macho tem sido auxiliada com a utilizagdo dos tes-
tes laboratoriais. O avango no desenvolvimento de
técnicas, a difusdo destas e a diminui¢do dos cus-
tos fazem com que hoje existam rotinas nas cen-
trais de coleta de sémen que, de alguma maneira,
predizem o potencial fertilizante de uma amostra
espermatica.

No entanto, causas de infertilidade ou subfer-
tilidade ndo compensatorias no macho sdo mul-
tifatoriais e podem afetar as diferentes etapas do
desenvolvimento espermatico. Portanto, a estima-
tiva do potencial fertilizante de amostras proce-
dentes de animais com esse tipo de caracteristicas
exige abordagens mais conclusivas, que expliquem
a variancia genética e epigenética reguladora dos
mecanismos associados aos pardmetros seminais
essenciais no processo de fertilizagdo em amostras
de sémen bovino.
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