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Resumo

Varios estudos encontraram biomarcadores génicos associados a fertilidade tanto na fémea como
no macho. Este trabalho tem o objetivo de revisar os marcadores génicos que estdo envolvidos na
fisiologia da reproducgdo equina. Diferentes genes foram associados na égua com a fisiologia ovariana e
uterina, j4 no garanhdo a presenca de genes silenciados na especializada célula espermatica vem sendo
tema de pesquisas, demonstrando a importancia desses genes apds a fecundagdo. Diferente de outras
espécies domésticas de interesse zootécnico, os equinos sao valorizados como individuo, animais de alto
padrao genético atingem valores elevados de comércio e reproducdo. Os reprodutores equinos, como 0s
homens, recebem tratamento médico para a infertilidade. Assim a identifica¢cdo de marcadores positivos e
negativos referentes a fertilidade, pode ser uma ferramenta para auxiliar a detec¢do de alteragdes que
comprometam a vida reprodutiva da fémea e do macho equino.
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Abstract

Several studies demonstrated genetic biomarkers associated with fertility in both the female and
the male. The current study aims to review the genetic markers that are involved in the physiology of
equine reproduction. In the mare, different genes have been associated to ovarian and uterine physiology,
whereas in the stallion the presence of silenced genes in the specialized sperm cell has been the subject of
research, demonstrating the importance of these genes after fertilization. Unlike other domestic species of
zootechnical interest, horses are valued as individuals and animals of superior genetic standard reach
high values of trade and reproduction. Equine, like men, receive medical treatment for infertility. Thus,
the identification of positive and negative markers referring to fertility, can be a tool to assist in the
detection of changes that compromise the reproductive life of the female and the male horse.
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Introducao

Modernas técnicas de biologia molecular vém sendo utilizadas em estudos envolvendo a
determinagdo da relagdo entre a ocorréncia de variagdes no DNA com caracteristicas fenotipicas,
contribuindo para abordagens preventivas na medicina humana e animal (Leon et al., 2011). O interesse
no estudo da reproducdo equina ¢ fomentado cada vez mais como ferramenta para acelerar o ganho
genético e competitividade na industria equestre (Hinrichs, 2013). Diferente de outras espécies
domésticas de interesse zootécnico, os equinos sdo valorizados como individuo e animais de alto padrao
genético atingem valores elevados de comércio e reproducdo (Chowdhary et al, 2008; Varner et al.,
2008). Os reprodutores equinos, assim como os homens, geralmente recebem tratamento médico para a
infertilidade (Ing et al., 2014). A extracdo de acidos nucleicos (DNA e RNA) ¢é o primeiro passo para a
realizagdo da maioria das metodologias de Biologia Molecular. E possivel se obter DNA ¢ RNA a partir
de inimeros tipos de tecidos e células (Barttlet et al., 2003). Marcadores biologicos ou biomarcadores sdo
entidades que podem ser medidas experimentalmente e indicam a ocorréncia de uma determinada fungao
normal ou patologica de um organismo (Garban et al., 2006). A identificacdo de genes e marcadores
associados com caracteristicas economicamente importantes, como a reproducdo, permite que 0s
pesquisadores desenvolvam testes especificos de diagndstico e elaborem medidas preventivas de manejo
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e tratamento (Brosnahan et al., 2010). Este trabalho tem o objetivo de revisar os biomarcadores génicos
que estdo envolvidos na fisiologia da reprodugdo equina.

Reconhecimento Materno da Prenhez

O estabelecimento e manutencao da prenhez dependem da comunicacdo entre o embrido e a mae
durante o periodo de pré-implanta¢do. O equino ¢ uma das poucas espécies domésticas em que o sinal
derivado do embrido para o reconhecimento da prenhez nio foi desvendado até o momento. Para manter
a gestacdo, um concepto movel deve ser reconhecido pelo Utero antes de 14 dias pds-ovulacdo (Klohonatz
et al., 2015). O endométrio e o embrido expressam uma ampla gama de Transportadores de Soluto (SLC)
(Klein e Troedsson, 2011).

A capsula embrionaria ¢ formada por glicoproteinas similares & mucina, secretada, pelo menos
em parte, pelo trofoblasto. As mucinas sdo uma familia de glicoproteinas de alto peso molecular que se
encontram geralmente cobrindo as superficies luminais dos 6rgaos epiteliais, incluindo o tero na maioria
das espécies. A expressao de mucina I (MUCI) parece ser regulada pela progesterona e o estradiol e esta
relacionada com os efeitos antiadesivos do utero na prevencdo da implantacdo prematura. Na espécie
equina, foi demonstrado que o RNAm da MUCI se expressa no endométrio tanto de éguas prenhes como
das ndo prenhes entre os dias 11 e 18 da prenhez/ciclo estral respectivamente, assim como no trofoblasto
da maioria dos embrides obtidos nesse periodo (Gillies et al., 1999). Através de imunofluorescéncia se
determinou que a proteina de MUC! foi expressa uniformemente nas superficies apicais do epitélio
luminal e glandular. Entretanto, a intensidade de coloragdo de MUC! foi superior no corno gravidico que
no ndo gravidico nos dias de obteng@o das amostras (dias 14, 17, 21, 27 da prenhez/ciclo estral) (Al-
Ramadan et al., 2002).

Klein e Troedsson (2011) demonstraram que em embrides do dia 14 (em comparagdo aos do dia
8) a expressdo genica da osteopontina (SPPI) foi reduzida. A SPPI/ ¢ uma proteina de origem
extracelular que se une as 25 integrinas para promover a unido e a comunicacio célula-célula, o que
contribui a prolongada pré-implantagdo nesta espécie. Foi detectado pela técnica de imunofluorescéncia
que a intensidade de coloragdo da SPPI no endométrio equino é superior nas amostras obtidas nos dias
21 e 27 quando comparadas com as dos dias 14 e 17 de prenhez (Al-ramadan et al., 2002).

Fatores de crescimento e citocinas derivadas do utero desempenham papéis essenciais na
regulagdo do pré-implante e desenvolvimento do concepto. Em varias espécies, o Fator de Crescimento
de Fibroblastos-2 (FGF2) promove embriogénese, migragdo de células trofoblasticas e adesdo. A
expressdo do gene FGF?2 foi investigada no endométrio e trofectoderma equino durante o ciclo estral e
inicio da gestac@o. Este estudo concluiu que durante a terceira e quarta semana de gestagdo o epitélio
luminal do endométrio equino produz FGF2, que pode desempenhar um papel no desenvolvimento e
adesdo de trofoblastos (Ruijter-Villani et al., 2013).

Foram verificadas alteracdes na expressdo génica do endométrio de éguas prenhes, éguas vazias
e apds o reconhecimento materno da prenhez (MRP) com o objetivo de identificar possiveis genes
envolvidos, através da técnica PCR em tempo real (RT-PCR). Dez genes foram identificados como tendo
maiores ou menores niveis de expressdao no endométrio de éguas prenhes versus éguas vazias nos dias 14,
16 e 18 pos-ovulagdo (P <0,001). Cada um desses genes pode ter um papel fundamental na modificagio
do utero para que haja o reconhecimento da gestacdo. Os genes que apresentaram maior expressiao no
endométrio de éguas prenhes foram: Juxtaposed with another zinc finger 1-like (JAZF10), S100 calcium
binding protein G (S100G), Solute Carrier Family 36 Member 2 (SLC36A42), Methyltransferase-like
protein 7A-like (METTL7A), Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3 (EIF24K3),
Dickkopf 1 homolog (DKKI) and Adrenomedullin (ADM). Ja os genes com menor expressio no
endométrio de éguas prenhes foram: Retinaldehyde dehydrogenase 1-like (RALDH1), Estrogen receptor
1 (ESR1) and phospholipase A2 (SPLA2) (Klohonatz at al., 2015).

A RT-PCR revelou uma maior abundancia de mRNA de Vascular endothelial growth factor
(VEGF) durante a gestacdo em éguas, apoiando o conceito de que o concepto desempenha um papel ativo
na direcdo da vasculogénese no utero e, assim, estabelecendo nutri¢do hemotrofica que da suporte a
gestag@o apds o implante (Silva et al., 2011). Outro gene de interesse o Solute Carrier Family 39 Member
2 (SLC3942), que ¢é regulado positivamente na presenca de embrides equinos, desempenha um papel
importante na homeostase do zinco durante a prenhez, também afeta o ferro e a homeostase do célcio.
Quando os niveis de zinco sdo baixos, SLC3942 ¢ crucial para o desenvolvimento normal do embrido. O
SLC39A42 foi altamente regulado positivamente no endométrio de equideos durante a gestagdo e auxilia
na regulacéo do transporte de aminoacidos e acidos graxos durante o desenvolvimento inicial do embrido
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(Smits et al., 2016).

O efeito do lado do corpo luteo na expressdo génica uterina e na localizacdo da proteina do
Receptor de estrogénio a (ERa) e Receptor de progesterona (PR) em éguas ciclicas e éguas prenhes 13
dias apods a ovulagdo (dia 0) foram investigadas. Biopsias transcervicais foram realizadas para coletar
endométrio ipsilateral e contralateral em relagao ao lado do corpo luteo no dia 13 pos-ovulagdo em éguas
ciclicas (n = 6) e prenhes (n = 6). A expressdo do receptor foi determinada por imunohistoquimica e a
expressdo do transcrito por RT-PCR. O corno contralateral apresentou maior porcentagem de células
positivas para ERa do que o corno ipsilateral, mas o lado ndo afetou a PR. ERa mostrou baixa coloragéo e
nenhum efeito principal de prenhez foi encontrada, mas éguas prenhes tiveram menor expressdo de
proteina de PR. O corno contralateral tendeu a apresentar maior expressdo do gene ERo e PR. A
expressao relativa do mRNA ERa foi menor no grupo prenhe. A interagdo do estado reprodutivo e lado
do corpo Iuteo tendeu para afetar a expressdo de mRNA de PR, pois éguas prenhes tinham um conteudo
de mRNA de PR mais baixo no corno ipsilateral do que éguas ciclicas. Até onde sabemos, este ¢ o
primeiro estudo que descreve o comportamento dos receptores de esteroides no endométrio de éguas em
relagdo ao lado do corpo luteo (Kalpokas et al., 2018).

Ciclos alateos (AL) foram induzidos em éguas para avaliar os efeitos da privacao de
progesterona na expressao génica de embrides e endométrio coletados 8 dias apos a ovulagdo. Sete éguas
ciclicas foram inseminadas artificialmente. As éguas controle receberam solugdo salina, j& as éguas do
grupo AL receberam Prostaglandina F2 alfa (PGF2a), duas vezes ao dia, nos dias 0, 1 ¢ 2 ¢ uma vez ao
dia nos dias 3 e 4, sendo o zero o dia da ovulagdo. As éguas foram monitoradas até retornarem ao estro e
foram artificialmente inseminadas. Quatro transcritos mostraram aumento da expressdo em embrides
desenvolvidos durante os ciclos AL: estrogen receptor (ESR1), P19 lipocalin (P19), apolipoprotein B
(APOB) e progesterone receptor (PGR). Quatro transcritos mostraram aumento no endométrio
desenvolvido durante os ciclos AL: SPLA2, PGR, ESRI, fibroblast growth factor 9 (FGF9) e quatro
transcritos apresentaram diminuicdo na sua expressdo: P19, connective tissue growth fator (CTGF),
interferon épsilon (IFNE), hexokinase 2 (HK2). Embrides e endométrio em um ambiente privado de
progesterona durante AL induzidos demonstraram expressao transcrita alterada. Esses resultados indicam
que niveis adequados de progesterona podem ser um mediador chave do ambiente embrido-materno
apropriado durante o periodo de pré-implantacdo (Leisinger et al., 2019).

Biomarcadores em Eguas

Na égua, diferentes genes foram associados a fisiologia ovariana (Bastos et al., 2014), oocitaria
(Leon et al., 2011), embrionaria (Mortensen et al., 2010) e uterina (Centeno et al., 2018). Os genes
Metaloproteinases 1 (MMP-1) e Metaloproteinases 2 (MMP-2) foram apontados como genes importantes
em todo o processo de remodelamento tecidual, o qual ocorre durante o desenvolvimento folicular em
éguas. O receptor de hormonio luteinizante, presente no ovario e no epitélio superficial ovariano, pode ter
um papel fundamental para o mecanismo de sinalizacdo para a produgdo das metaloproteinases, visto que
0s ovarios que apresentaram maiores concentragdes de receptor de hormoénio luteinizante tiveram maior
expressdo génica de MMPs (Bastos et al., 2014). A expressao de MMP2 também ja foi verificada nas
células da granulosa em éguas, sugerindo seu envolvimento no processo de desenvolvimento folicular
(Sessions et al., 2009).

Estudos realizados em humanos também servem como base para estudos em animais, baseado
no conhecimento e resultados obtidos no ambito gendmico sobre a influéncia do polimorfismo em
problemas reprodutivos de mulheres, o gene da Protein 53 (P53) torna-se um importante alvo de pesquisa
na reprodugdo equina. Um estudo foi realizado avaliando a expressdo de genes envolvidos no processo de
apoptose no complexo cumulus-o6cito equino, onde foi observado que os genes SURVIVIN e P53 sao
marcadores de viabilidade em potencial. O6citos equinos morfologicamente saudaveis apresentam maior
expressdo de SURVIVIN e menor expressao de P53, comparados a células do cumulus (Leon et. al.,
2011).

O complexo cumulus-o6cito foi objeto de estudo para determinar a expressao de genes ligados a
viabilidade celular e apoptose antes e apds vitrificagdo. Os resultados observados na expressdo do
gene Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) sugerem a permanéncia da viabilidade celular em
complexos cumulus-o6cito equinos, porém, os resultados observados na expressio do gene BCL2-
Associated X Protein (BAX) sugerem a ativagdo do processo de apoptose nas células expostas ao processo
de vitrificagdo (Polenz et al., 2016). Embrides produzidos in vitro, assim como embrides de baixa
qualidade produzidos in vivo, apresentaram altas concentragdes relativas de Heat Shock Protein 70
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(HSP70) e baixo mRNA 18S, quando comparados a embrides produzidos in vivo classificados de alta
qualidade. Os pesquisadores concluiram que odcitos equinos foram sensiveis ao calor durante o periodo
final de maturagdo in vitro, e responderam ao estresse térmico com aumento na taxa de expressdo génica
de HSPAIA:18S, a qual foi medida nos blastocistos resultantes. Os embrides produzidos in vitro
(incluindo os controles) apresentaram altos niveis de expressdo de HSPAIA mRNA relativos ao /8S
rRNA, quando comparados aos embrides produzidos in vivo, sugerindo resposta aos insultos ambientais
(Mortensen et al., 2010).

Outro estudo examinou as diferengas quantitativas e temporais no mRNA para o receptor
hormonio luteinizante (LHR), amphiregulin (AREG) e epiregulin (EREG) em células da granulosa,
fosfodiesterase phosphodiesterase (PDE) 4D em células do cumulus e PDE3A acoplada a G-protein-
coupled receptor 3 (GPR3), growth differentiation factor 9 (GDF9) ¢ BMP15 em odcitos. As amostras
foram coletadas de foliculos dominantes de éguas jovens (3-12 anos) e velhas (> 20 anos) em 0, 6, 9 ¢ 12
h apds a administragdo de hormoénio luteinizante recombinante equino. O mRNA do LHR diminuiu apo6s
0 h em éguas jovens, sem efeito do tempo em éguas velhas. Para ambas as idades, a expressdo génica de
AREG foi elevada as 6 ¢ 9 h e a expressdo de FREG foi elevada as 9 h, com maior expressdo nas éguas
velhas do que nas jovens. Expressdo de PDE4D foi aumentada em 6 h nas velhas e 12 h nas jovens. A
expressdo de GPR3 atingiu o pico as 9 e 12 h em ambas as idades. Expressdo de PDE3A4 aumentou as 6 h,
com o aumento maior em éguas jovens e velhas as 6 € 9 h, GDF9 e BMP15 foram maiores em jovens que
idosos, com pico as 6 h. Os resultados apoiam uma associagdo na expressao de genes essenciais para a
maturagdo folicular e oocitaria antes da ovulagdo (Campos-Chillon et al., 2015).

A expressdo génica das MMP-1, MMP-2 e TNF-o no endométrio de éguas com diferentes graus
de fibrose foi quantificada. Ambas as MMPs apresentaram valores de expressdo inversa, sugerindo agdes
opostas na cascata de formagdo de fibrose endometrial. A expressdo de TNF-a foi semelhante entre as
categorias estudadas, sugerindo uma acdo importante na sinalizagao da fisiologia endometrial das éguas
(Centeno et al., 2018).

A infertilidade por causas infecciosas na égua ¢ clinicamente bem descrita, porém pouco se sabe
sobre reacdo de fase aguda sistémica e respostas imunologicas locais que acompanham a endometrite
equina. Um estudo monitorou marcadores selecionados da reacdo de fase aguda na circulagdo sistémica e
correlacionou com a resposta imune local inata no utero durante endometrite infecciosa. Seis éguas
adultas receberam uma dose intrauterina de infusdo de 10° UFC de Escherichia coli. Bibpsias
endometriais foram obtidas 3, 12, 24, 48 e 72 h ap6s a inocula¢do. A endometrite infecciosa resultou em
reacdo sistémica de fase aguda, com concentragdes significativamente aumentadas de proteinas séricas de
fase aguda, como a amiloide A e fibrinogénio. Uma maior expressdo de Interleucina 1 (IL-1), TNF-a,
Interleucina 8 (IL-8) e Interleucina 10 (IL-10) foi observada as 3 h (Christoffersen et al., 2010).

Posteriormente, Christoffersen et al., (2012) verificaram a expressdo génica de interleucinas
(IL), TNF-a, antagonista do receptor de IL-1 (ra) e amildide sérico A (SAA) em tecido endometrial e
leucocitos circulantes em resposta a inoculagdo uterina de Escherichia coli em éguas. Antes da
inoculacdo, as éguas foram classificadas como resistentes ou susceptiveis a endometrite persistente com
base na resposta inflamatdria uterina. As bidpsias endometriais foram obtidas 3, 12, 24 ¢ 72 h apos
inoculacdo. Comparadas aos niveis de uma bidpsia controle (obtida no estro subsequente), éguas
resistentes mostraram uma regulacdo positiva IL-1b, IL-6, IL-8 ¢ TNF-a 3 h apbs a inoculagdo de
Escherichia coli, enquanto éguas susceptiveis apresentaram aumento do gene expressdo de /L-6 e IL-Ira.
Eguas susceptiveis tiveram uma expressio génica significativamente menor de TNF-a, IL-6 e
aumentaram expressdo de /L-/ra 3 h apds inoculagdo de Escherichia coli em comparagdo com éguas
resistentes. Eguas susceptiveis mostraram uma resposta inflamatéria prolongada com niveis aumentados
de expressdo génica da razdo IL-1b, IL-8, IL-1ra e IL-1b durante todo o periodo do estudo (72 h),
enquanto os niveis em éguas resistentes retornaram aos niveis de controle do estro em 12 h
(Christoffersen at al., 2012).

Durante o estro a expressdao de mRNA para Interleucina-1-beta (IL-1f), TNF-a, IL-6 foi maior
em éguas susceptiveis do que em éguas resistentes a endometrite antes de um estimulo antigénico
(Fumoso et al., 2003). Um quadro semelhante foi observado para a /L-8 (Fumoso et al., 2006). Os
resultados obtidos sugerem que o estimulo deveria ultrapassar certo limiar para induzir uma transcrigao
coordenada de citocinas e que este limiar seria menor nas éguas susceptiveis do que nas resistentes
(Fumoso et al., 2003). As proteinas expressas estariam relacionadas tanto a contratilidade uterina, quanto
ao processo inflamatorio, concordando com achados anteriores de que éguas susceptiveis apresentariam
um nivel exacerbado de resposta inflamatoéria (Fumoso et al., 2003).

As b-defensinas sdo pequenas proteinas catidnicas com potente atividade imunorregulatoria e
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antimicrobiana. Uma pesquisa sistemdatica do genoma de Equus caballus que identificou um cluster de
novos genes b-defensina no cromossomo 22, que ¢ homologo a um aglomerado no cromossomo 13 de
bovino foi realizada. Foram encontradas correspondéncias para ortélogos de 13 dos genes bovinos,
denominados b-defensinas eqUinas (eBD) 115, eBD116, eBD117, eBD119, eBDI120, eBD122a, eBD123,
eBD124, eBDI125, eBDI126, eBDI127, eBDI129 ¢ eBDI32. Fragmentos de tecido foram obtidos do
testiculo, epididimo e ducto deferente de trés garanhdes e do ovério, oviduto, corno uterino, utero, colo
do utero e vagina de trés éguas. Os genes b-defensina mostraram padrdes distintos de expressdo
especificos da regido. A expressdo preferencial no epididimo e no oviduto sugerem um possivel papel na
imunoprotegao do aparelho reprodutor equino ou na fertilidade (Johnson et al., 2016).

A reteng@o das membranas fetais (RFM) ¢ uma enfermidade pos-parto prevalente em éguas,
pode ser definida como a falha parcial ou liberagdo incompleta do alantocorio 3 h apds o parto. A
incidéncia varia de 2% a 10% dos partos em éguas de raca leve, mas pode chegar a 30% - 54% nas racas
pesadas (Canisso et al., 2013). Durante o parto, varias citocinas pro-inflamatdrias sdo liberadas na
placenta, o que facilita ainda mais as contragdes uterinas, expulsdo do feto e membranas fetais. Uma
resposta inflamatéria alterada nas éguas pode resultar em RFM. Amostras do endométrio e do
alantocorion foram coletadas de 15 éguas com RFM e de 29 éguas de controle dentro de 2 h apds o parto.
A expressao do mRNA das proteinas /L-1b, IL-6 ¢ TNF-o. foi analisada por RT-PCR e Western blot. Em
éguas com RFM, a expressdo de mRNA da /L-1b no endométrio (p <0,05) e IL-6 na alantocorion (p
<0,0001) foi maior do que nas éguas que expulsaram fisiologicamente as membranas fetais. A maior
expressdao de /L-6 no alantocorion foi confirmada por Western blot. O aumento da expressdo de /L-6 no
alantocorion e IL-1b no endométrio pode refletir uma resposta imune local que leva ao descolamento das
membranas fetais. A baixa expressdo de TNF-o pode sugerir que essa citocina ndo esta envolvida na
expulsdo das membranas fetais (Jaworska e Janowski, 2019).

Endometrite persistente induzida por cobertura é uma das principais causas de infertilidade em
éguas. Um estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a perfusdo genital e a expressao de citocinas
inflamatorias em éguas classificadas como suscetiveis ou resistentes. Dez éguas foram examinadas
diariamente durante o estro até seis dias ap6s a ovulacdo induzida por hCG por dois ciclos estrais, sendo
inseminadas 24 horas apos a inducdo da ovulagdo em um ciclo com sémen morto congelado e no outro
ciclo com solugdo salina estéril. Bidopsias endometriais foram obtidas 24 h antes, 2 ¢ 7 dias apos a
infusdo, e expressdes de mRNA de /L1B (Interleukin 1b), IL6 (Interleukin 6), IL8 (Interleukin 8), IL10
(Interleukin 10), TNF (Tumor necrosis factor a), CASP3 (Caspase 3) e COX2 (Cyclooxygenase 2) foram
determinados por RT-PCR. A expressdao de mRNA endometrial de /L/B aumentou em 2 dias apos a
infusdo de sémen morto em éguas suscetiveis, ¢ a expressdo de /L/0 aumentou em 7 dias apds a infusdo
dentro do éguas resistentes. O mRNA da /L6 foi aumentado em éguas suscetiveis em comparagdo com
éguas resistentes aos 2 dias apds a infuso. Em resumo, uma infusdo intrauterina de sémen morto
aumenta o fluxo sanguineo uterino resisténcia e altera a expressdo do gene endometrial de citocinas
inflamatorias por pelo menos sete dias, mas ndo altera afetam o suprimento sanguineo ovariano e a
funcdo lutea em éguas suscetiveis Endometrite persistente induzida por cobertura (Liittgenau et al., 2021).

Biomarcadores no Garanhio

Os marcadores genéticos podem ser Uteis na selecdo de garanhdes. Como sdo conhecidos muitos
genes que influenciam a fertilidade em outras espécies, especialmente em humanos e em camundongos, ¢
provavel que mais genes em garanhdes se tornem conhecidos (Sieme e Distl, 2012).

Klonisch et al. (2003) estudaram a diferenca da expressdo e mutacdo génica em garanhodes
criptorquidas. Nenhuma mutagio no Insulin Like Factor 3 (INSL3) ou Leucine-rich Repeat-Containing G
Protein-coupled receptor 8 (LGRS) foi identificada em garanhdes criptorquidas. Curiosamente, foi
observado que em garanhdes criptorquidas unilaterais, a expressdo do INSL3 ¢ aumentada e a expressao
do LGRS desregulado na criptorquidia versus no testiculo descendente.

Em garanhdes Hannoverianos, a associacdo do genoma, para estimar os valores reprodutivos do
componente paterno, no indice de prenhez por ciclo estral foi estudada. Um total de 228 garanhdes
Hannoverianos foram genotipados usando o Equine SNP50 Beadchip. Os polimorfismos ndo codificantes
dentro do gene Phospholipase C zeta (PLC({) foram identificados como conferindo a fertilidade do
garanhdo (Schrimpf et al., 2014). Outro estudo utilizando seis garanhdes subférteis com taxa de prenhez
inferiores a 30% demonstrou quantidades inferiores de PLC{ em cinco garanhdes quando comparada com
garanhdes controle (Zambrano et al., 2016). Foram realizadas clonagens para a caracterizagdo da PLC{
em espermatozoides de equinos com o objetivo de caracterizar a atividade extracelular e intracelular de
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Ca' e a expressido da PLC{ no espermatozoide equino. Microinjeg¢des do gene foram realizadas em
odcitos equinos, onde foram observadas aumento das ondas de Ca™* (Sylvia et al., 2012).

No momento, pouco se sabe sobre a potencial ligacdo entre a deficiéncia de PLC{ e
subfertilidade ou infertilidade no garanhdo, embora a diminui¢do dos niveis de expressdo de PLC( tenha
sido previamente relatada em sémen de garanhdes inférteis (Gradil et al., 2006). No equino o gene ¢
expresso sob a cabeca do espermatozoide e na regido da cauda (Sylvia et al., 2012). A correlagdo da
expressdo  génica de  Phospholipase C  zeta (PLC{) e  WW domain binding protein 2 N-
Terminal Like (WBP2NL) no espermatozoide, com a qualidade seminal e fertilidade de 40 garanhdes da
raca Crioula foi avaliada, comprovando que a expressdo do gene PLC( no espermatozoide equino pode
desempenhar diversos papéis na fisiologia do s€émen, assim como pode tornar-se um biomarcador para a
qualidade seminal e fertilidade do garanhdo (Bueno et al., 2018).

Estudos moleculares com os genes Cysteine-Rich Secretory Protein 3 (CRISP3) e
Spermatogenesis Associated 1 (SPATAI) tém sido realizados, demonstrando a sua associacdo com
problemas de fertilidade em garanhdes (Giesecke ef al., 2010). O gene SPATAI foi associado a taxa de
prenhez em garanhdes, ou seja, garanhdes heterezigotos apresentaram uma taxa melhor de prenhez em
relagdo aos homozigotos para este Polimorfismos de Nucleotideo Unico (Giesecke, et al., 2009). Os
genes que codificam proteinas secretoras ricas em cisteina equina (CRISPs) sdo promissores genes
candidatos, pois estudos mostraram que as CRISPs desempenham papel na capacidade de fecundag@o.
Uma relagdo positiva entre a proteina CRISP3 no plasma seminal de sete garanhdes com a taxa de
concepgdo no primeiro ciclo foi descrita (Novak et al., 2010). Este achado da suporte ao estudo de
Hamann et al. (2007), no qual foi demonstrado um incremento de 7% nas taxas de fertilidade de
garanhdes que eram homozigotos para CRISP3.

Segundo Bueno et al. (2019) a expressdo de Sperm Autoantigenic Protein 17 (SPAI17) no
espermatozoide equino pode ser utilizada como um marcador para a qualidade seminal e fertilidade do
garanhdo, assim como a expressdo de TNF-a no espermatozoide equino pode ser utilizada como um
marcador para velocidade espermatica apos a criopreservagao.

O Androgen receptors (ARs) ¢ um fator de transcricdo dependente que pertence a familia de
receptores esterdides classe 1 (Callewaert et al., 2003). Nos garanhdes o gene ARs esta localizado no
epididimo e células da prostata, que sdo diretamente reguladas por androgenos. O ARs € necessario para o
desenvolvimento epididimal no equino (Hejmej et al., 2006).

O gene Cation channels of sperm — (Catsper 1) codifica uma proteina de canal de calcio que ¢é
exclusiva dos espermatozoides (Loux et al., 2013). O Catsper I regula um canal de cation especifico do
espermatozoide que ¢ essencial para a motilidade espermatica hiperativada (Darszon et al., 2011). No
espermatozoide do garanhdo, o RNAm de Catsper! foi identificado e a proteina Catsper 1 foi localizada
na peca principal da cauda do espermatozoide (Loux et al., 2013). Apesar da presenga do canal no
espermatozoide equino, a relagdo entre motilidade hiperativada e o influxo de calcio € fraca (Leemans et
al., 2019).

Um estudo investigou as diferencas na expressdo génica entre embrides resultantes da
fecundag@o com sémen fresco ou criopreservado. Os embrides foram obtidos aos 8, 10 ou 12 dias apds a
ovulacdo de éguas inseminadas pds-ovulacdo em sucessivos ciclos com sémen fresco ou sémen
criopreservado. O perfil transcricional de embrides obtidos com espermatozoides criopreservados
diferiram dos embrides derivados de espermatozoide fresco em todos os dias, mostrando regulagdo
negativa de genes envolvidos em vias bioldgicas relacionadas a oxidagao fosforilagdo, ligacdo de DNA,
replicacdo de DNA e resposta imune (Ortiz-Rodriguez et al., 2019).

Os espermatozoides maduros tém pouco citoplasma e uma cromatina altamente condensada
enriquecida em protaminas. A presenca de acido ribonucleico (RNA) no espermatozoide ejaculado
maduro foi demonstrada, pois ocorrem tanto a transcri¢do quanto a tradug¢do, ndo no citoplasma dos
espermatozoides maduros, mas nas mitocondrias (Bianchi et al., 2019). Os espermatozoides maduros
contém varios tipos de RNAs acumulados em seus nucleos mitocondrias (Bianchi et al., 2019). Inclui
RNA mensageiro (mMRNA), microRNA (miRNA), RNA de interferéncia (iRNA) e RNA antisense
(Hosken et al., 2014). Apds a fecundacgdo, o espermatozoide fornece um genoma completo, altamente
estruturado e marcado epigeneticamente que, junto com RNAs e proteinas, desempenha um papel distinto
no desenvolvimento embrionario inicial (Bianchi et al., 2019).

Apesar dos avangos obtidos na analise transcricional de espermatozoides em diversas espécies,
os estudos genéticos de espermatozoides de garanhdes ainda sdo limitados (Suliman et al., 2018). A
analise do transcriptoma de espermatozoides de garanhdes foi realizada por Suliman et al. (2018) e
permitiu a comparagdo da abundancia de genes entre garanhdes férteis e subférteis. Em resumo, a
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previsdo da fertilidade dos garanhdes é um problema importante na criagdo de cavalos e a andlise das
caracteristicas do sémen tem capacidade limitada para prever a fertilidade. Além disso, ainda existem
poucos estudos genéticos sobre a fertilidade dos garanhdes, que poderiam fornecer possibilidades e novas
ferramentas que ajudariam a prever a fertilidade dos reprodutores.

Bueno et all. Biomarcadores da fisiologia reprodutiva em eqiiinos.

Consideracoes Finais

Varios estudos sugerem que a expressdo génica estd associada a fertilidade (Giesecke et al.,
2009; Ruijter-Villani et al., 2013; Bastos et al., 2014; Centeno et al., 2018; Sylvia et al.,, 2012; Bueno et
al., 2018), além de permitir que pesquisadores desenvolvam testes especificos de diagnostico e elaborem
medidas preventivas de manejo e tratamento (Brosnahan et al.,, 2010). Diferente de outras espécies
domésticas de interesse zootécnico, os equinos sdo valorizados como individuo, o que leva a menores
indices reprodutivos. H4 uma necessidade crescente de otimizar o tratamento diagnostico e terapéutico da
infertilidade. Desta forma a compreensdo aprofundada dos componentes génicos serd importante para
auxiliar a desvendar a fisiologia da reproducdo equina, auxiliando na compreensdo da infertilidade nesta
espécie.
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