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Resumo

Por ser uma célula altamente especializada, o espermatozoide apresenta diferentes mecanismos
epigenéticos, sendo os principais as metilagdes do DNA, o codigo de histonas, os ncRNAs (RNAs ndo
codificadores), e a alta condensacdo da cromatina pela presenga das protaminas. Estes mecanismos
interagem entre si, contribuindo para a formagao do epigenoma espermatico, que modela a carga molecular
espermatica, que, por sua vez, pode impactar sobre as caracteristicas do desenvolvimento embrionario e da
progénie. Dessa forma, atualmente é consenso que o papel do espermatozoide ultrapassa a entrega de DNA
de qualidade para o o6cito no momento da fecundagao. Pesquisas recentes de diversos grupos, incluindo o
nosso, mostram que além da contribuicdo com DNA de qualidade, o espermatozoide entrega moléculas ao
o6cito no momento da fecundagdo que influenciam o desenvolvimento do embrido. Recentemente, essas
moléculas de origem espermatica (Em inglés: sperm-borne) também sdo associadas com alteracdes
metabolicas e cognitivas da progénie. Embora ainda pouco se entenda como esses mecanismos podem
persistir mesmo com o ciclo de reprogramacao celular que ocorre logo apds a fecundacgao, ¢ evidente que
estes podem impactar as caracteristicas da progénie. Nesta revisdo abordaremos sobre a modulagido do
epigenoma espermatico e seus efeitos no desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares, ativacdo do genoma embriondrio, microRNAs, epigenética,
bovinos.

Abstract

Since it is a highly specialized cell, the spermatozoa display different epigenetic mechanisms; the
main ones are DNA methylation, histone code, ncRNAs (non-coding RNAs), and high chromatin
condensation by the presence of protamines. These mechanisms act in synergy contributing to forming the
sperm epigenome, which modulates the spermatic molecular cargo, and, may impact embryo and offspring
development features. Thus, it is currently a consensus that the role of spermatozoa goes beyond delivering
quality DNA to the oocyte at fertilization. Relevant findings from several research groups, including ours,
have shown that sperm delivers several molecules to the oocyte at fertilization, beyond the contribution to
DNA, which influences the development of the embryo. Recently, these sperm-borne molecules have also
been associated with metabolic and cognitive changes in the offspring. Although the mechanism by which
these changes can persist even after embryo reprogramming is not completely understood, evidence shows
that sperm cell molecular content impacts embryo and offspring development. This review will mainly focus
on the modulation of the sperm epigenome and its effects on embryo development.

Keywords: extracellular vesicles, embryonic genome activation, microRNAs, epigenetics, bovines.
Introducao
A fertilidade masculina é determinada pela capacidade do macho em produzir espermatozoides
habeis em fecundar bem como entregar material genético de qualidade ao odcito para gerar uma gestagéo

viavel. A habilidade dos espermatozoides em fecundar exige que estes desempenhem caracteristicas
morfofuncionais, tais como motilidade e morfologia, adequadas. Além disso, para tornar mais complexa a
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determinacdo da fertilidade masculina, os espermatozoides também devem ser aptos a contribuir para a
geracdo de embrido e progénie saudavel. Tais habilidades dependem da qualidade do material genético e
também dos atributos intrinsecos espermaticos, isto €, conteudo molecular e de organelas (Revisado por
Alves et al., 2020). Desta forma, a formagao adequada de espermatozoide habil, chamado aqui de vidvel ou
saudavel, capaz de fecundar e contribuir para a geragdo da prole, ¢ fundamental para a determinagdo da
fertilidade do macho.

A formagio de espermatozoides saudaveis depende dos processos adequados de espermatogénese
¢ maturagdo espermatica, em que sdo estabelecidas as principais caracteristicas morfofuncionais e
intrinsecas dos espermatozoides. Nos tltimos 40 anos tem sido observado declinio na fertilidade masculina,
estimando-se que 1 em 20 homens seja infértil ou apresente algum tipo de subfertilidade (Levine et al.,
2017). Na producao animal, distarbios na fertilidade do macho podem trazer grandes prejuizos produtivos
e econdmicos, visto que a criacdo animal depende fortemente do macho reprodutor, seja em criacdes
baseadas na monta natural ou nas que empregam biotécnicas reprodutivas (Rahman et al., 2017). Embora
as principais causas de infertilidade masculina consistam em fatores que afetem a geracdo dos
espermatozoides nos testiculos durante a espermatogénese, ou fatores ligados a maturacdo espermatica no
epididimo, cerca de 30% das causas de infertilidade masculina permanecem desconhecidas, principalmente
pela falta de conhecimento das caracteristicas espermaticas intrinsecas (Agarwal et al., 2015; Kovac et al.,
2013).

Estas caracteristicas intrinsecas estdo relacionadas com o conteudo espermatico de moléculas e de
organelas que atuam tanto na propria célula espermatica quanto no embrido. Dentre os fatores que atuam
nos embrides, moléculas de RNA de origem espermatica, chamadas em inglés de sperm-borne, entregues
pelo espermatozoide ao o6cito no momento da fecundagdo, atuam sobre a habilidade do embrido em realizar
as primeiras clivagens (Liu et al., 2012; Alves et al., 2019), bem como na qualidade da ativacdo do genoma
embrionario (Yuan et al., 2023). Atualmente, essas moléculas tém desafiado os conhecimentos que temos
sobre o desenvolvimento embriondrio e mostram impacto sobre as caracteristicas da progénie, persistindo
mesmo apos o ciclo de reprogramagao celular que ocorre apds a fecundagdo (Chen et al., 2016b; Wang et
al., 2019; Zheng et al., 2021; Chen, 2022; Lismer e Kimmins, 2023). Assim, hd grande interesse em
entender como estas moléculas sdo reguladas nos espermatozoides e como elas atuam no embrido e
persistem apos a ativagdo do genoma embrionario, sendo os interessados em aprofundar nestes topicos
convidados a ler as revisdes de Zhang et al. (2019), Chen (2022) e Lismer e Kimmins (2023).

Atualmente, os fatores relativos ao ambiente em que o macho esta sendo criado ou submetido, tais
como a nutrigdo, local de alojamento e situacdes de estresse, sio demonstrados como importantes
moduladores do conteido molecular espermatico (Sharma et al., 2016; Benito et al., 2018). Estas alteragdes
causadas no contetido molecular espermatico sdo reversiveis e herdaveis e afetam a expressdo génica sem
que alterem a sequéncia do DNA, sendo classificadas como mecanismos epigenéticos. Atualmente, além
do contetdo molecular espermatico, sabe-se que outros mecanismos epigenéticos presentes no
espermatozoide interagem com o seu proprio conteudo molecular. Desta maneira, nesta revisdo
abordaremos os principais mecanismos epigenéticos presentes nos espermatozoides, como estes
mecanismos sdo regulados, e como eles podem impactar a fertilidade do macho e a satde da progénie.

Mecanismos epigenéticos nos espermatozoides: epigenoma espermatico

Em termos gerais, a epigenética se refere aos mecanismos herdaveis que estdo além do DNA e que
controlam a expressao gé€nica de forma a permitir que células com mesmo contetido gendmico apresentem
papéis e funcdes distintas no organismo. O prefixo de origem grega “epi” significa “acima de” e, portanto,
a palavra epigenética exprime a ideia de “acima da genética” e assim representa uma forma de heranca que
se sobrepde a heranca genética. De fato, a epigenética consiste em um conjunto de informagdes herdaveis
que determinam os genes que devem ser ativados e/ou reprimidos permitindo a diferenciacdo celular e a
existéncia de organismos multicelulares (Vines, 1998). Portanto, os mecanismos epigenéticos afetam a
expressdo génica de forma herdavel sem alterar a sequéncia do DNA. Os mecanismos epigenéticos
classicos consistem na metilagdo do DNA e nas modificagdes de histonas que desencadeiam modificagdes
na estrutura da cromatina (Goldberg et al., 2007; Portela e Esteller, 2010). Além destes, atualmente inclui-
se a regulacdo génica por RNAs nao codificadores, conhecidos por ncRNAs, dentre os quais se agrupam
diversos tipos de RNAs, tais como os microRNAs (miRNAs), piwiRNAs (piRNAs), RNAs longos nao
codificadores (IncRNAs), fragmentos de RNA transportador derivados de pequenos RNAs (tsRNAs),
dentre outros (Chen et al., 2016b; Sharma et al., 2016; Skvortsova et al., 2018).

Por serem células altamente especializadas, os espermatozoides apresentam diversos mecanismos
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epigenéticos que sdo estabelecidos durante a diferenciacdo das células germinativas primordiais em
espermatogonias e durante a espermatogénese (Godmann et al., 2010; Oikawa et al., 2020). Recentemente,
esforgos também tém sido feitos para identificar o estabelecimento de marcas epigenéticas nos
espermatozoides apds a formagao nos testiculos, isto €, durante o transito epididimario (Galan et al., 2021;
Bedi et al.,, 2022; Chen et al., 2022b). Porém, mesmo que o espermatozoide apresente diferentes
mecanismos epigenéticos, chamados aqui de epigenoma, espera-se que a maior parte destes, com excegdo
dos genes imprinted, por exemplo, seja apagado apos a fecundag@o para que se estabeleca a totipoténcia
embrionaria necessaria para o desenvolvimento. No entanto, atualmente tem sido demonstrado que alguns
destes mecanismos escapam do ciclo de reprogramagao que ocorre durante o desenvolvimento embrionario
inicial e persistem, impactando nas caracteristicas da progénie. A seguir serdo abordados os principais
mecanismos presentes no epigenoma espermatico.

Metila¢do do DNA espermatico

A metilacio do DNA ¢é o mecanismo epigenético classico mais estudado e descrito. Este
mecanismo consiste na adi¢do de grupo metil (-CH3) no carbono 5’ de citosinas que antecedem e se ligam
as guaninas por fosfato (CpG), e que estdo normalmente localizadas em regides ricas em CpG. A metilagao
¢ catalisada por diferentes tipos de enzimas chamadas de DNA metiltransferases (DNMTs). Por outro lado,
a desmetilacdo ocorre de maneira passiva, quando néo ha atividade de enzimas DNMT, ou de maneira ativa,
mediante a agdo de enzimas da familia fen-eleven translocation (TET). De forma geral, a metilagdo
desencadeia silenciamento génico (Portela e Esteller, 2010; Skvortsova et al., 2018). Estima-se que o
espermatozoide apresente 70% do DNA metilado, sendo, portanto, um mecanismo epigenético importante
para a fertilidade masculina, uma vez que quando desregulado durante a espermatogénese estd associado a
azoospermia e ao perfil alterado de moléculas nas células germinativas (Revisado por Lismer ¢ Kimmins,
2023). Apobs a aquisicdo das metilagcdes, ao fecundar o odcito, o espermatozoide deve perder essas
metilagdes para que novas marcas sejam adquiridas pelo embrido em formagdo. Com excecdo dos genes
imprinted, o DNA espermatico ¢ desmetilado ativamente pelas TETs, com destaque para a TET3, que ¢é
essencial para a desmetilagdo do DNA espermatico (Gu et al., 2011; Ni et al., 2016).

Histonas, codigo de histonas e protaminagdo

As histonas sdo proteinas envoltas por fitas de DNA que formam o nucleossomo da cromatina, as
quais possuem prolongamentos de aminoacidos (regides aminoterminais), chamadas de caudas de histonas,
que podem sofrer modificagdes poés-traducionais tais como: metilacdo, acetilagdo, fosforilagado,
ubiquitinacdo e sumoilagdo (Dada et al., 2012). Essas modificagdes compdem o codigo de histonas e
determinam a conformacgdo da estrutura da cromatina contribuindo para modular a expressdo génica
(Goldberg et al., 2007). Dessa forma, os codigos de histonas alteram a conformagao da cromatina tornando-
a mais (eucromatina) ou menos (heterocromatina) relaxada. Esta conformagdo mais ou menos relaxada da
cromatina ¢ que a torna acessivel, ou ndo, a maquinaria de transcrigdo (Balhorn, 2007). No entanto, o
espermatozoide possui poucas histonas em sua cromatina. Estima-se que ao fim da espermatogénese, cerca
de 10% de histonas remanescentes permanecam na célula espermatica. Em espermatozoides murinos,
estima-se a presenga de 1 a 8 % de histonas remanescentes, enquanto em espermatozoides humanos estima-
se de 2 a 15% (Brykczynska et al., 2010; Erkek et al., 2013; Yamaguchi et al., 2018). Estas histonas que
permanecem na célula espermatica foram relacionadas com o desenvolvimento embrionario em humanos
por contribuirem com a formacao da heterocromatina do pronticleo masculino (H3K9me3) (van de Werken
et al.,, 2014) e abrigarem regides de clusters de ncRNAs e genes importantes para o desenvolvimento
(H3K4me3) (Ward, 2010; Hammoud et al., 2009; Brykczynska et al., 2010; Yamaguchi et al., 2018).

Ao fim da espermatogénese, na espermiogénese, hd o remodelamento da cromatina havendo
substitui¢do das histonas (H2A, H2B, H3 e H4) por variantes e, em seguida, por proteinas nucleares de
transcrigdo tipo 1 e 2 (TP1 e TP2) que, por sua vez, sdo substituidas pelas proteinas basicas de alta afinidade
com o DNA, chamadas de protaminas P1 e P2 (Balhorn, 2007). Este processo, chamado de protaminagéo,
¢ essencial para a protecdo do DNA espermatico e também para a diminui¢do do volume celular (Lismer e
Kimmins, 2023). Para a estabilizagdo da protaminacdo ocorre a fosforilagdo e desfosforilagdo das
protaminas, além da formagao das pontes de dissulfeto intermoleculares (Balhorn, 2007), que proporcionam
que a cromatina do gameta masculino assuma a forma toroidal (i.e., extremamente compacta) (Ward, 2010)
e se torne altamente estavel (Balhorn, 2007). O processo de protaminagdo, por sua vez, ¢ revertido apos a
fecundagdo por maquinaria presente no odcito que substitui rapidamente as protaminas por histonas
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acetiladas (Lepikhov et al., 2008).
RNAs ndo codificadores e o codigo espermatico de RNAs

Além dos mecanismos epigenéticos classicos, um terceiro mecanismo epigenético deve ser
contemplado no espermatozoide: a agdo dos ncRNAs. Estes RNAs néo codificam proteinas e desempenham
papel crucial na regulagdo da expressdo génica, podendo silenciar ou modular a tradugdo de proteinas pos-
transcricionalmente (Bartel, 2018). Além da regulagdo na expressdo génica, os estudos t€ém mostrado que
essas moléculas podem ser transmitidas entre geragdes e impactar em caracteristicas da progénie (Zhang et
al., 2019). Os ncRNAs sdo divididos em dois grupos: 1) IncRNAs, que sdo aqueles que possuem mais de
200 nucleotideos (nts); e 2) RNAs pequenos ndo codificadores (Do inglés, small non-coding RNAs;
sncRNAs), que sdo aqueles que possuem, em média, cerca de 18-30 nts (Zhang et al., 2019). Embora a
célula espermatica possua pouca quantidade de RNA, o perfil de RNAs presentes no espermatozoide ¢
variado, incluindo tanto mRNAs (RNAs mensageiros) quanto ncRNAs, divididos em IncRNAs e sncRNAs.
Nos espermatozoides, existem tipos de sncRNA que sdo importantes para os mecanismos de regulagdo
génica na fertilidade do macho, a saber: piRNAs, tsSRNAs, miRNAs e, mais recentemente, os fragmentos
de RNA ribossomico (rsSRNAs) (Chen et al., 2016b; Zhang et al., 2019; Chen, 2022).

Durante a espermatogénese, os piRNAs que possuem aproximadamente 20-30 nts, sdo importantes
pois silenciam a expressdo de elementos transponiveis por meio de metilagdo do DNA para a manutengdo
da estabilidade génica (Siomi et al., 2011). Por outro lado, apds a formacdo dos espermatozoides nos
testiculos, estes chegam aos epididimos e apresentam majoritariamente conteido de tsSRNAs e rsRNAs e,
em menor escala, uma grande variedade de miRNAs. Estas moléculas de RNA podem variar durante o
transito epididimario por meio da perda do conteudo da gota citoplasmatica, da fragmentacdo de RNAs no
espermatozoide e aquisi¢do de moléculas pela interagdo com as vesiculas extracelulares epididimarias
(Sharma et al., 2016; Chen, 2022). Ainda, para tornar todo o processo mais complexo, os sncRNAs
presentes nos espermatozoides possuem modificagdes de RNAs (Zhang et al., 2018). Além disso, alteracdes
na espermatogénese que desregulam a metilagdo e codigo de histonas do DNA espermatico se relacionam
com a carga de RNA espermatica, estando estes eventos todos em intima relacdo (Ben Maamar et al., 2018).
Ainda, o codigo espermatico de RNAs pode impactar caracteristicas embrionarias e da progeénie,
perfazendo um mecanismo importante para a aquisi¢do de marcas epigenéticas pelo embrido.

Codigo espermatico de RNAs: peca chave do epigenoma do espermatozoide

Por possuirem mais técnicas disponiveis para mensura¢ao, os SncRNAs espermaticos sdo os mais
explorados principalmente no tocante a transmissdo para a progénie. Porém, pela relagdo com outros
mecanismos epigenéticos espermaticos, tem ficado cada vez mais claro que serd necessaria a melhor
compreensao destes mecanismos como um todo e a interacdo entre eles para entender a modulagdo destes
no espermatozoide. Tém sido descritas associagdes entre alteragdes na metilagdo e o codigo de histonas do
espermatozoide com disturbios no desenvolvimento embrionario e da progénie. Porém, pouco se entende
como essas marcas poderiam persistir no pronticleo masculino, que ¢ desmetilado ativamente logo apds a
fecundacdo (Skvortsova et al., 2018; Wang et al., 2019). Até o momento tem sido mais explorado o papel
dos sncRNAs e, principalmente dos miRNAs espermaticos, perfazendo grande parte das caracteristicas
espermaticas intrinsecas, que podem persistir no embrido mesmo que a reprogramagao embrionaria ja tenha
sido tracada.

De forma fascinante, o conteido de sncRNAs espermatico pode ser modulado e sofrer influéncia
do ambiente (Holliday, 2006; Alves et al., 2021). Esta modulagdo de conteido de RNAs ocorre durante a
espermiogénese, no microambiente testicular; durante a maturagdo espermdtica, no microambiente
epididimario; e durante o transito pés-epididimario (Boerke et al., 2007). Assim, nos testiculos, fatores
externos que impactam o fim da espermatogénese, especificamente a espermiogénese, podem alterar a
metilagdo do DNA, o cddigo de histonas e, portanto, a conformac¢do do DNA espermatico (Ben Maamar et
al., 2018). Como ha relag@o entre os processos, pode haver também alteragdo do conteudo de sncRNAs
espermaticos (Chen et al., 2016b). No transito epididimario, alteragdes que impactam os niveis de DNMT?2
no epitélio epididimario, por exemplo, alteram de forma rapida o conteudo molecular espermatico (Zhang
et al., 2018). Por fim, apos passar pelo epididimo, o contetido molecular dos espermatozoides ¢ alterado
pelo contato dessas células com o plasma seminal (Sullivan e Saez, 2013; Sullivan, 2015).

Embora o processo de espermatogénese seja fundamental para a modulagao do conteudo molecular
espermatico, a maturagdo espermatica no epididimo destaca-se por modular o conteido intrinseco
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espermatico apds a formagao da célula espermatica, sendo processo dindmico e rapido e sem estar associado
necessariamente as alteragdes dos atributos espermaticos morfofuncionais. No entanto, existem diversos
mecanismos de interagdo do espermatozoide com o epididimo, o que torna a modula¢do do conteudo
molecular espermatico complexa (Chen et al., 2016b; Chen et al., 2022a). No contexto dessas interagdes,
destacam-se a comunicagdo dos espermatozoides com prolongamentos citoplasmaticos das células
principais presentes no epitélio epididimario até mecanismos ainda pouco compreendidos, e recentemente
descritos, tais como a interagdo do espermatozoide com axopddios, cilios primarios e vesiculas
extracelulares (VEs) (Revisado em Chen et al., 2022a).

Dentre esses novos mecanismos de comunicagdo entre os espermatozoides e células somaticas
epididimarias, a interagdo dos espermatozoides com VEs liberadas pelas células principais e claras do
epitélio epididimario tem sido melhor estabelecida (Revisado em Chen et al., 2022a). As VEs se distinguem
em dois grandes grupos: os exossomos e as microvesiculas. Os exossomos sdo menores, com menos de
200nm de diametro, e ganham destaque por terem seu conteiido regulado pela célula de origem. No
epididimo, estes s2o chamados de epididimossomos e possuem papel essencial na maturacdo espermatica
(Frenette et al., 2010; Belleannée et al., 2013; Sullivan et al., 2013). As moléculas entregues pelos
epididimossomos aos espermatozoides ja foram descritas como importantes para o desenvolvimento
embrionario inicial e saide da prole (Wang et al., 2011; Chan et al., 2020). Recentemente a interagdo de
espermatozoides com VEs do plasma seminal impactou positivamente as taxas de produgdo de embrides
em bovinos (Lange-Consiglio et al., 2022). Dados em andamento do nosso grupo ainda ndo publicados
também tém mostrado melhora nas taxas de produgdo de embrido ao promover interagcdo de VEs do fluido
epididimario com espermatozoides. Dessa forma, as VEs, em conjunto com a metilagdo do DNA e codigo
espermatico de histonas, parecem ser importantes moduladoras dos mecanismos epigenéticos ligados ao
contetdo molecular dos espermatozoides e juntos responsaveis por gerar o codigo espermatico de RNAs.

Cédigo espermatico de RNAs: impacto na fertilidade e na satide da progénie.

Embora o espermatozoide possua vasto repertorio de sncRNAs, atualmente os mecanismos
epigenéticos espermaticos baseados em miRNAs sdo os mais estudados. O mecanismo de agdo destas
pequenas moléculas de RNA com cerca de 18 a 22 nts consiste, basicamente, na sua ligagdo a regido 3’ ndo
traduzida (3°’UTR) do mRNA-alvo e consequente inibi¢do da expressdo génica de forma pos-transcricional
(Bartel, 2018). Além destes, os tsSRNAs e rsRNAs t€m gerado grande repercussdo, visto que sdo mais
abundantes nos espermatozoides que os miRNAs e podem ser alterados no transito epididimario por
diversos fatores (Revisado por Chen et al., 2022a). Assim, forma-se o cédigo espermatico de RNAs que ¢
complexo e capaz de impactar tanto caracteristicas do desenvolvimento embriondrio inicial quanto da
progénie.

Ainda ha muitas lacunas sobre a acdo do cddigo espermatico de RNAs no desenvolvimento
embrionario. A hipdtese mais aceita até o momento € que o cddigo espermatico de RNAs ¢ transformado
em codigo ribossomal embrionario que parece ser amplificado por mecanismos ndo bem compreendidos
no embrido (Zhang et al., 2019). Em paralelo, as moléculas de RNAs também parecem ser amplificadas ao
serem entregues ao embrido (Champroux et al., 2023). Dessa forma, esses mecanismos, em conjunto, fazem
com que o codigo espermatico de RNAs néo sofra reprogramagao sendo mantido ap6s a ativa¢ao do genoma
embrionario, e possa assim impactar caracteristicas da prole. Embora sejam hipoteses, a transmissdo do
codigo espermatico de RNAs parece ultrapassar a base corrente de conhecimento sobre o desenvolvimento
embriondrio inicial, a qual considera o apagamento das marcas epigenéticas paternas e reprogramacao
celular. Até o momento, somente genes imprinted e alguns elementos transponiveis foram descritos como
nao sendo reprogramados no embrido inicial (Wang et al., 2019; Lismer e Kimmins, 2023). Associado a
isso, outro mecanismo que vem sendo demonstrado, é a possivel heranga de histonas remanescentes
espermaticas, sendo que modificacdes da histona H3, tais como H3K27me3, H3K4me2 e H3K4me3
espermaticas, t€m sido discutidas como resistentes a reprogramacgdo epigenética pré-implantacional e
transmitidas para o embrido (Skvortsova et al., 2018; Oikawa et al., 2020; Lismer ¢ Kimmins, 2023).

Alguns miRNAs de origem espermatica, como o miR-34c, miR-449b e miR-216b ja foram
descritos como importantes no desenvolvimento embrionario inicial por impactar as taxas de clivagem de
murinos (Liu et al., 2012) e bovinos (Wang et al., 2017; Alves et al., 2019). No entanto, os niveis destes
miRNAs foram detectados antes da reprogramacdo e da ativagdo do genoma embrionario.
Interessantemente, outras moléculas, incluindo miRNAs e também tsRNAs ja foram associadas com
impacto em caracteristicas da progénie. Os miR-212/132, por exemplo, entregues pelo espermatozoide ao
embrido, foram associados com alteracdes de caracteristicas cognitivas da prole (Benito et al., 2018). Da
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mesma forma, diferentes niveis de tsSRNAS de origem espermatica foram associados com disturbios
metabolicos, como resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, na prole (Chen et al., 2016a). Assim, a
formacao do codigo espermdtico de RNAs ¢ capaz de modular a saude da prole.

Por fim, ha grande expectativa em entender melhor quais moléculas sdo transmitidas pelos
espermatozoides ao o6cito. Dados do nosso grupo mostram que do total de 345 moléculas de miRNAs
investigadas nos espermatozoides de seis touros e em trés pools de cinco odcitos maturados in vitro advindo
de diferentes fémeas bovinas, 32 miRNAs séo exclusivamente detectados nos espermatozoides e poderiam
potencialmente serem entregues pelo espermatozoide ao embrido e impactar o desenvolvimento (Figura 1).
Neste sentido, dados recentes do nosso grupo, em publicagdo, demonstram que moléculas entregues pelo
espermatozoide ao odcito no momento da fecundag@o regulam mecanismos relacionados a transcri¢ao, o
que poderia indicar atuacdo na qualidade da ativacdo do genoma embrionario.

OOCITOS MATURADOS
ESPERMATOZOIDES
IN VITRO

btamiR-23b-5p  bta-miR-496

bta-miR-33a bta-miR-539
btalet7a3p  bta-miR-302a btamiR-9%3p  bta-miR-544a
bta-miR-28 bta-miR-302b bla-m!R-ch hla-mfR-SMb
bta-miR29!  bta-miR-331-3p bta-miR-155 bta-miR-551a
bta-miR-29d-3p  bta-miR-335 32 bta-miR-182 bta-miR-562
bta-miR-29  bta-miR-369-3p :::-::-i:; :::::Z:g
g it (9 37) btamiR.197 bta-miR 592
bta-miR-95 bta-miR-374b 92 /0, ;
bta-miR-1352  bta-miR-376a 266 bamiR19%:5p  btamiR615
bta-miR-136  bta-miR-409a ::: mfﬁ ;ggb :ta m|: :S
bta-miR-142-5p  bta-miR-495 -miR- a-miR-
btamiR-181c  bta-miR-499 (77,1%) bta-miR-221 bta-miR-758
bta-miR-184  bta-miR-545-3p — 47 btamiR-223 bta-miR-875
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bta-miR-409b bta-miR-1282
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bta-miR-449¢ bta-miR-1298
bta-miR-454 bta-miR-1301
bta-miR-455-3p bta-miR-3064
bta-miR-487a

bta-miR-301b
bta-miR-301a =

N

Figura 1. Diagrama de Venn do painel de 345 miRNAs detectados em espermatozoides e o6citos maturados
in vitro de bovinos.

Consideracoes finais

Além dos mecanismos epigenéticos serem necessarios para o estabelecimento da funcao da célula
espermatica, formam também o epigenoma espermatico. Estes mecanismos possuem intensa interagdo e
culminam na formagao do perfil intrinseco de moléculas espermaticas, chamado de codigo espermatico de
RNAs, que pode ser alterado por fatores externos, principalmente pela interagdo dos espermatozoides com
as vesiculas extracelulares. O codigo espermatico de RNAs pode influenciar o desenvolvimento embriona-
rio inicial e a saude da prole por mecanismos ainda ndo muito bem compreendidos. Entretanto, fica evidente
que a regulacdo do conteudo molecular seja ela durante a espermatogénese ou apds, pode impactar carac-
teristicas da progénie e, portanto, a fertilidade masculina, mesmo que ndo afete caracteristicas espermaticas
morfofuncionais. Além disso, a descoberta de novos mecanismos moleculares envolvidos na fertilidade
masculina tem permitido o esclarecimento das causas de infertilidade, até entdo consideradas idiopaticas,
possibilitando, assim, que novos métodos de diagnosticos sejam estabelecidos.
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