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RESUMO

Os micro-RNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenas moléculas RNAs ndo
codificantes de proteinas que atuam no processo regulatério de diversos eventos
bioldgicos, como a espermatogénese. Com isso, acredita-se que essas moléculas possuem
relacio com o desenvolvimento embrionario, sendo importantes para estudos de
fertilidade em touros. No presente estudo, objetivou-se avaliar a influéncia da maturagao
epididimaria sobre os miRNA espermaticos bovinos, identificando quais tiveram sua
quantidade aumentada ou diminuida apds passar pelo canal do epididimo. Foram
utilizadas amostras de s€émen de cinco touros para a extrag¢ao e isolamento dos miRNAs,
utilizando o kit mirVana™ miRNAisolation (Invitrogen), para posterior construgdo de
biblioteca, utilizando o kit RealSeq®-AC (Small RNA SomaGenics®) e para
sequenciamento, utilizando a IlluminaNextSeqTM 500 V2 high-output 75 ciclos. Para a
analise da quantidade de miRNAs foram utilizados na sele¢do e normalizagdo dos dados
os softwares DESeq2 e edgeR. Foi possivel identificar 28 miRNAs que tiveram sua
quantidade diminuida apds passar pelo canal do epididimo e 40 miRNAs que tiveram sua
quantidade aumentada. Portanto, a partir desse trabalho, foi possivel evidenciar que a
maturacao epididimaria promove alteracao no contetdo de miRNAs dos espermatozoides
bovinos, sendo de extrema importancia para aprimorar a predi¢do e o diagndstico de
problemas de fertilidade em touros, posteriormente, expandindo esses estudos em

humanos.
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1. INTRODUCAO

A fertilidade masculina esta relacionada com diversos fatores fisicos, hormonais
e genéticos, que estdo diretamente ligados a producao de espermatozoides funcionais, e
também a sua chegada ao local da fecundacdo. O dano de alguma dessas fungdes
reprodutivas masculinas é responsavel por grande parte dos problemas de fertilidade no
ser humano (ALVES; CELEGHINI; BELLEANNEE, 2020). Com isso, vé-se a
necessidade de aprimorar novas ferramentas de diagnostico para avaliar o potencial de
fertilidade masculina. Nesse contexto, ja existem diversos estudos, como Alves et. al
(2021) e Zhao et. al (2021), que relacionam a fertilidade de bovinos com a detecgdo de
micro-RNAs nos espermatozoides. Essa assimilagdo ¢ possivel ja que bovinos sdo
exemplos de animais utilizados como modelo de estudo nos mais diversos campos da
pesquisa bioldgica, como ja descrito em estudos de fisiologia por Claude Bernard
(FAGUNDES; TAHA, 2004).

Os micro-RNAs sdo uma familia de pequenas moléculas de RNA nao codificantes
de proteinas que atuam no silenciamento pos-transcricional de genes, impedindo a
tradu¢do ao se parearem em seus mRNAs-alvo, levando-os a degradacdo ou inibigao
(ZHAO et al., 2021). Além disso, esses miRNAs coordenam diversos eventos bioldgicos,
incluindo diferenciacdo, apoptose e proliferagdo (YANG et al., 2018), reproducao,
resposta ao estresse, metabolismo e resposta imune (HUANG et al., 2011) e manutencao
de células-tronco (GANGARAJU; LIN, 2009).

Durante a espermatogénese, as células germinativas masculinas expressam também
outras classes de RNAs, como RNA nuclear pequeno (snRNA) e RNA interferente
pequeno (siRNA), mas os miRNAs ganham destaque por possuirem papel importante em
muitos processos regulatorios (YADAV; KOTAIJA, 2014). Esses miRNAs sdo expressos

no tecido testicular de formas distintas em cada célula da espermatogénese, tendo



importantes fungdes neste processo. A maioria desses miRNAs desaparecem durante a
espermatogénese, contudo, uma pequena quantidade continua nos espermatozoides apos
a espermiacao (KOTAIJA, 2014).

Ap0s a espermiacao (liberagao dos espermatozoides no limen do tibulo seminifero)
os espermatozoides passam pelo epididimo, que ¢ constituido de cabega, corpo e cauda,
respectivamente. Durante esse trajeto, os espermatozoides sofrem a maturagdo
epididimaria, que sdo alteracdes fisiologicas e bioquimicas essenciais para a fecundagao.
Diversas alteragdes ocorrem durante a maturacdo epididimaria e aparentemente, as
microvesiculas liberadas pelo epitélio do epididimo, os epididimossomos, sdo adsorvidos
pelos espermatozoides, contribuindo com essas alteragdes ocorridas durante a maturagao
epididimaria. No interior dos epididimossomos, j4 foram encontrados, dentre diversas
substancias, miRNAs (REILLY et al., 2016).

Independente da origem dos miRNAs espermaticos, Alves et al. (2017) sugere
que essas moléculas seriam importantes na predigdo da fertilidades em touros,
provavelmente por atuar no desenvolvimento embrionario. Corroborando com isso,
Souza (2019) encontrou correlagdes significativas, positivas e negativas, entre alguns
miRNAs espermaticos e o desenvolvimento embrionario inicial in vitro. Portanto, fica
evidente a importancia de estudos dos miRNAs espermaticos quanto sua origem e fung¢ao,
devido a sua correlagdo com a fertilidade, sendo sugerido a avalia¢do destas moléculas

para a predi¢do da fertilidade em touros.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MicroRNAs
Os micro-RNAs constituem uma familia de pequenas moléculas de RNA ndo

codificoras de proteinas que atuam no silenciamento pds-transcricional de genes, ou seja,



eles impedem a tradugao, por degradacao ou inibicao, pareando-se em seus mRNAs-alvo
(ZHAO et al., 2021). Ademais, esses miRNAs também coordenam outros eventos
biologicos, como diferenciagdo, apoptose e proliferacio (YANG et al.,, 2018),
reprodugdo, resposta ao estresse, metabolismo e resposta imune (HUANG et al., 2011) e
manutenc¢do de células-tronco (GANGARAJU; LIN, 2009).

A sua biogénese tem inicio no nucleo da célula, em que o gene do miRNA sofre
transcricao pela acdo da RNA polimerase II ou III. Com isso, ha a formagdo de um
miRNA primdrio que ¢ metilado e processado pelo complexo enzimatico
Drosha/DGCRS, formando um pré-microRNA (pré-miRNA). Esse pré-miRNA ¢é
exportado para o citoplasma, através da proteina de canal chamada exportina e sofre a
acao de duas proteinas, a Dicer (proteina de ligacdo de RNA responsiva a trans-ativacao)
e a TRBP (proteina de ligacdo de RNA), formando um miRNA-duplex. Esse miRNA,
agora maduro, junta-se com a proteina argonauta (AGO2) e forma o complexo RISC. O
complexo RISC (complexo silenciador induzido por RNA), se liga ao seu RNA
mensageiro alvo e regula a tradugdo, por inibicdo ou degradagdo (VASHISHT;
GAHLAY, 2020).

Esses miRNAs podem ter varios ou apenas um gene alvo na célula e foi através
disso que se verificou a importincia e a presenca dos miRNAs, ou seja, quando a
expressdao de um ou mais genes estd intensificada, mas a tradugdo da proteina codificada
estd diminuida, observado pela primeira vez em 1993 por Lee, Feinbaum e Ambros.

J& descrito anteriormente por Reilly et. al (2016), esses miRNAs foram
encontrados dentro dos epididimossomos que se acredita serem os responsaveis pelas
alteracdes no conteido de miRNAs no processo de maturagdo epididimaria. Assim, o
conhecimento de como a maturacdo epididimaria interfere no conteido de miRNAs

espermaticos, certamente serd muito Util na compreensdo da etiologia e no



desenvolvimento de possiveis tratamentos de problemas de fertilidade provocados pelo

conteudo de miRNA dos espermatozoides.

2.2 Espermatogénese e miRNA espermaticos

A espermatogénese consiste na producdo de gametas masculinos, os
espermatozoides, a partir de células germinativas, e, ocorre dentro dos tibulos
seminiferos. Essa célula germinativa sofre diferencia¢ao gerando as espermatogonias (A).
Estas, também sofrem mitose, gerando outras espermatogonias (B), que entram em
profase I da meiose e passam a ser denominadas espermatdcitos primarios. Este, o final
da primeira divisdo meidtica gera os espermatdcitos secundarios e estes, apds a segunda
divisdo meidtica, ou seja, ap6s o final da meiose, geram as espermatides, que sdo células
haploides. As espermatides sofrem intensas alteracdes morfoldgicas (espermiogénese), e
assim, transformam-se em espermatozoides (AGUIAR; ARAUJO; MOURA, 2006).
Portanto, ocorrem trés processos: proliferacdo mitotica da espermatogdnia, meiose de
espermatocitos e diferenciacdo das espermatides haploide em espermatozoides

(KOTAJA, 2014).

Durantes a espermatogénese, as células germinativas masculinas expressam varias
classes de RNAs, entre elas, os miRNAs (YADAV; KOTAIJA, 2014), que ganham
destaque por possuirem papel importante em muitos processos regulatorios, como
descrito anteriormente. Esses miRNA sdo expressos no tecido testicular de forma distintas
por cada célula da espermatogénese (KOTAJA, 2014), influenciando a espermatogénese

e consequentemente, o sucesso reprodutivo.

Apds a formagdao dos espermatozoides nos testiculos, ocorre o processo de

maturacdo espermatica. A maturacdo ocorre no canal do epididimo, uma importante



estrutura do trato reprodutivo. A medida que os espermatozoides amadurecem no limen
do epididimo, seu potencial de mobilidade aumenta e seu contetido de proteinas, lipidios
e pequenos RNAs (sRNA) muda, enquanto a capacitagdo e a fertilizagdo ocorrerdo no
trato reprodutivo feminino. Ambos os ultimos processos sdao afetados pela maturagao,
porque a maturacao prejudicada causa capacitacao e fertilizagao prematuras. O epididimo
produz um ambiente adequado para a maturacao dos espermatozoides via transporte de

ions, secrecao de vesiculas (epididimossomos) e formagao de matriz proteica.

O microambiente para a maturagdo dos espermatozoides varia em trés grandes
segmentos: cabega, corpo e cauda do epididimo. Os epidemiomossomos transferem
proteinas, lipidios e SRNAs do epitélio epididimal para os espermatozoides e as alteragdes
genéticas dos genes do epididimo podem levar a diminuicdo da motilidade dos
espermatozoides, anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides e subfertilidade.
Fatores genéticos estdo envolvidos em todas as categorias etiologicas da infertilidade
masculina. No entanto, os estudos realizados sobre os genes envolvidos nas fungdes do
epididimo sdo limitados. O contetdo de sRNA dos espermatozoides muda durante a
migracao do epididimo, e esses SRNAs desempenham um papel no desenvolvimento do
embrido e na heranca epigenética (NIXON et al., 2015; OZKOCER; KONAC, 2021). J&
foi descrito que os epididimossomos carreiam consigo informagdes genéticas, como os

miRNAs (HOOG; LUNAVAT, 2015).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da maturagao epididimaria sobre

os miRNA espermaticos bovinos.

3.2. Objetivos Especificos



1. Identificar e caracterizar quais miRNAs tem sua quantidade significativamente

aumentada apds passar pelo canal do epididimo.

2. Identificar e caracterizar quais miRNAs tiveram sua quantidade

significativamente diminuida ap6s passar pelo canal do epididimo.

MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras de espermatozoides

Foram utilizados cinco testiculos de touros nelores com dois a trés anos coletados
em frigorificos em Uberlandia. Apoés a retirada dos testiculos estes foram acondicionados
individualmente em sacos plasticos identificados, os quais foram colocados em caixas de
isopor com gelo reciclavel e imediatamente levados ao Laboratério de Biologia da
Reproducdo do ICBIM/UFU. Chegando ao laboratorio, os epididimos de cada testiculo
foram dissecados, separando-se a cabega e cauda.

As cabecas e caudas de cada testiculo foram colocadas separadamente em placas
de Petri (60x15) pléastica com 4 mL de PBS. Posteriormente, as pegas foram recortadas
em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de comprimento e comprimidas
delicadamente com a ponta dos dedos por 3 minutos. Mais 4 mL de PBS foram aplicados
sobre os fragmentos para retirada do maior nimero possivel de espermatozoides € um
minimo de células somaticas.

A suspensao de células obtida a partir dos epididimos foi centrifugada e o pellet
ressuspenso em 3 mL de tampao de lise de células somaticas (SCLB), feito de 0,05 % de
dodecil sulfato de sodio (SDS) e 0,25% de Triton X - 100, e incubado em gelo por 10
min. A solugdo foi entdo centrifugada a 1400 g por 10 minutos e o pellet ressuspenso em
3 mL de PBS e novamente centrifugado nas mesmas condigdes. Essa etapa foi repetida

mais duas vezes para retirada dos micro-RNAs das células somadticas lisadas.



4.2.  Extragdo dos micro-RNAs espermaticos

Para a extragdo e isolamento dos miRNAs foi utilizado o kit mirVana™
miRNAisolation (Invitrogen) (cat. num: AMI1560) para a extragdo de RNAs.
Imediatamente apds o isolamento dos espermatozoides, o pellet obtido apos a ultima
lavagem com PBS foi ressuspenso em 300 uL de lysis/bindingsolution, com posterior
processamento da amostra conforme instrugdes do fabricante do kit mirVana™. Apoés a
ultima etapa de extragdo do RNA espermatico (elui¢do com 100 uL de elutionsolution a
100°C), os RNAs foram colocados em tudos estabilizadores de RNA (RNA stable® / LD)
(Biomatricacatalog #90221-001) e deixados overnight em cdmara de vacuo para secar.

Apbs a secagem completa de cada amostra nos tubos de RNAstable, esses foram
selados e armazenados em camara de vacuo a temperatura ambiente a fim de se manter a
baixa humidade, que poderia danificar as amostras, até¢ serem enviados para o

sequenciamento.

4.3. Sequenciamento de RNAs (RNA-seq)

As amostras de miRNA foram submetidas a construc¢ao de biblioteca utilizando o
kit RealSeq®-AC (Small RNA SomaGenics®), conforme instrugdes do fabricante e a
fragcdo correspondente aos pequenos RNAs foram purificadas em gel. As bibliotecas
foram sequenciadas utilizando a IlluminaNextSeqTM 500 V2 high-output 75 ciclos
conforme instru¢des do fabricante. As sequéncias obtidas foram filtradas por qualidade
utilizando o software FastQC e as reads (fragmentos de leitura) com score de qualidade
menor que 25 foram contadas e descartadas. Para eliminagdo dos adaptadores, as reads
foram processadas utilizando o software Trimmomatic. Todas as sequéncias foram

contadas e mapeadas no genoma de Bostaurus (urlgenome).



Para a analise dos pequenos RNAs, apenas reads de comprimento compreendido
entre 15 e 35 nucleotideos foram selecionas; as demais reads foram contadas e
descartadas dessa analise. Para quantificacdo das reads identificadas como RNAs nao
codificadores de proteinas, exceto piIRNAs (RNAs que interagem com Piwi) e miRNAs,
tais como tRNA (RNA transportadot), rRNA (RNA ribossomico), snoRNA (pequenos
RNAs nucleolares), snRNA (pequenos RNAs nucleares), entre outros foi utilizado o
banco de dados Rfam e a ferramenta Blastn. Apenas reads com identidade e cobertura
superior a 95% bem como tamanho de 15 nucleotideos no alinhamento do Blastn foram
aceitas para identificacdo dos pequenos RNAs citados acima. A avaliacdo dos miRNAs

foi realizada utilizando o software miRDeep 2.

4.4. Andlise da diferenca na quantidade nos micro-RNAs antes ¢ apos a
passagem pelo epididimo

Para a andlise da quantidade de miRNAs foram utilizados na selegdo e
normalizac¢do dos dados os softwares DESeq2 e edgeR.

Pelo pacote edgeR do bioconductor foram lidas as tabelas contendo as contagens
para cada miRNA referente a cada amostra geradas no passo anterior. Cada amostra foi
atribuida a um grupo (amostras das cabecas e amostras das caudas dos epididimos). Em
seguida foi realizada a normalizag¢do das bibliotecas de contagem para cada amostra por
funcdes do proprio edgeR ou DESeq2, estabelecida uma amostra como referéncia,
estimados os coeficientes de dispersdo, realizados os testes estatisticos para cada par de
amostras comparadas e filtrados os miRNAs com baixa contagem normalizada pelo
software HTSFilter. Foi entdo verificada a diferenca na quantidade de miRNA entre os
dois grupos e aqueles miRNAs com valor de “p” estatistico ajustado menor que “0.05”

(FDR < 0.05 edgeR e padj-value < 0.05 DESeq2), bem como valores de logFoldChange



> 1 ou <-1 foram considerados diferencialmente expressos entre as amostras comparadas
para cada condigao.

4.5 Identificacdo dos miRNAs apos andlise da diferenca da quantidade de
miRNAs

A partir dos valores obtidos da andlise da expressao diferencial, foi feita uma
comparacao entre os dados dos softwares DESeq2 e edgeR. Foram utilizados para analise

apenas os miRNAs comuns em ambos softwares.

RESULTADOS

No software edgeR, 76 miRNAs tiveram uma diferenca significativa na
quantidade, observados a partir dos valores de FDR (false discovery rate) menores que
0,05. Enquanto que no DESeq, 83 miRNAs apresentaram mudancas estatisticamente
significativas, avaliados a partir dos valores de padj-value (adjusted p-value —
“Bonferroni adjustement”) menores que 0,05 também. A partir disso, a andlise feita
identificou 68 miRNAs que eram comuns em ambos os softwares, sendo que 28 tiveram
sua quantidade diminuida, enquanto outros 40 tiveram sua quantidade aumentada apds os
espermatozoides passarem pelo epididimo. Os miRNAs identificados estdo dispostos nas
tabelas 1 e 2.

Tabela 1: micro-RNAs que tiveram sua quantidade aumentada apos passar pelo canal
do epididimo e seus respectivos valores de FDR e pad;.

miRNAs FDR padj
bta-miR-2284x 1,24E-12 2,70E-24
bta-miR-6526 1,59E-11 7,58E-20
bta-miR-2284m 3,92E-11 2,17E-17
bta-miR-2284y 1,18E-09 2,48E-16
bta-miR-100 1,18E-09 1,09E-16
bta-miR-2285av 1,18E-09 2,48E-16
bta-miR-2284k 1,82E-09 4,60E-16
bta-miR-335 2,57E-07 3,59E-11

bta-miR-132 5,19E-07 7,95E-11



bta-miR-2285bf
bta-miR-145
bta-miR-143
bta-miR-196a
bta-miR-196b
bta-miR-16b
bta-miR-16a
bta-miR-130b
bta-miR-2284aa
bta-miR-2284z
bta-miR-191
bta-miR-9-3p
bta-miR-424-5p
bta-miR-3432a
bta-miR-424-3p
bta-miR-32
bta-miR-3432b
bta-miR-449a
bta-miR-190b
bta-miR-6529a
bta-miR-34b
bta-miR-146a
bta-miR-380-3p
bta-miR-28
bta-miR-130a
bta-miR-2285b
bta-miR-27-a-3p
bta-miR-95
bta-miR-126-5p
bta-miR-140
bta-miR-27b

2,57E-06
4,69E-06
4,69E-06
8,63E-06
8,63E-06
1,31E-05
6,28E-05
1,24E-04
2,45E-04
2,52E-04
2,91E-04
3,97E-04
4,35E-04
7,67B-04
1,01E-03
1,97E-03
2,41E-03
2,77E-03
5,74E-03
8.70E-03
9.90E-03
1,99E-02
2,00E-02
2,80E-02
2,97E-02
3,12E-02
3,44E-02
3,54E-02
4,00E-02
4,10E-02
4,15E-02

4,75E-16
5,96E-08
1,60E-10
4,37E-11
1,16E-08
5,00E-08
2,10E-08
1,38E-07
3,99E-08
3,98E-08
2,29E-08
1,38E-07
9,85E-07
1,41E-04
3,16E-05
3,14E-05
2,06E-04
7,35E-04
1,77E-04
3.30E-03
2.16E-04
5,13E-04
8,68E-04
1,82E-03
1,52E-03
6,01E-03
1,12E-03
9,59E-03
4,64E-03
4,65E-04
4,24E-03

10

Tabela 2: micro-RNAs que tiveram sua quantidade diminuida ap6s passar pelo canal do
epididimo e seus respectivos valores de FDR e pad;.

miRNAs FDR
bta-miR-31 2,57E-13
bta-miR-2904 1,00E-10
bta-miR-429 1,51E-08
bta-miR-12034 2,00E-06
bta-miR-200c¢ 2,00E-06
bta-miR-26b 4,33E-05
bta-miR-507b 6,74E-05
bta-miR-200a 7,27E-05
bta-miR-2887 1,11E-04
bta-miR-1307 1,52E-04
bta-miR-200b 2,46E-04

padj
3,41E-30
2,17E-17
2,76E-11
3,09E-07
2,70E-16
1,32E-06
8,07E-09
2,64E-05
1,35E-05
2,74E-08
1,18E-04
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bta-miR-11980 3,32E-04 6,83E-07

bta-miR-181a 7,67E-04 1,31E-05
bta-miR-29b 1,88E-03 2,94E-05
bta-miR-11975 ¢ 11976 3,77E-03 1,02E-03
bta-miR-135a 3,34E-03 5,54E-04
bta-miR-96 6,25E-03 3,17E-04
bta-miR-1949 6,83E-03 3,89E-03
bta-miR-141 7,49E-03 5,80E-03
bta-miR-30-a-5p 8,70E-03 3,30E-03
bta-miR-224 1,01E-02 9,17E-04
bta-let-7b 1,14E-02 5,25E-04
bta-let-7f 1,16E-02 3,16E-03
bta-miR-122 2,27E-02 6,58E-03
bta-miR-181b 2,64E-02 7,79E-03
bta-miR-182 2,93E-02 1,42E-03
bta-let-7-a-5p 3,54E-02 6,01E-03
DISCUSSAO

Os miRNAs possuem um papel muito importante na regulacdo de genes pOs-
transcricional, e, com isso, eles tém sido associados cada vez mais com a regulagdo de
processos bioldgicos, como por exemplo, a maturagdo epididimaria, que foi o foco desse
estudo. Utilizando os softwares edgeR e DESeq, foi possivel identificar 28 miRNAs que
tiveram sua quantidade diminuida apds passar pelo canal do epididimo e 40 miRNAs que
tiveram sua quantidade aumentada. A quantificagdo feita nesses softwares ¢
proporcional, ou seja, hé possibilidade de o aumento e diminui¢ao das expressdes nao ser
nominal, sendo j& sugerido aqui a realizagdo de mais estudos. Provavelmente, os que
tiveram a quantidade diminuida foi devido a instabilidade da molécula do miRNA e a sua
degradacao natural durante a maturacao epididimadria. E a quantidade aumentada pode ser
por recebimento de miRNA por meio dos epididimossomos, como ja descrito por Reilly
et al. (2016) e Ozkocer; Konac, (2021). Além disso, os miRNAs exacerbam genes de
expressao; se um miRNA X tiver a fun¢do de bloquear a expressao de um miRNA Y, mas
X bloqueado/diminuido, Y terd sua expressdo aumentada. Assim, a presenga de um

miRNA nao necessariamente significa a menor expressao de uma proteina.
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Estudos de bioinformatica sdo necessarios para identificar possiveis genes alvos
dos miRNAs identificados neste estudo, que estejam envolvidos espermatogénese, na
fecundacao e no desenvolvimento embrionario inicial. Mesmo nao tendo sido realizado
tais estudos, € possivel discutir algumas alteragcdes na quantidade de miRNAs encontradas
no presente trabalho, baseando-se em trabalhos anteriores onde foram descritas atividades
celulares com o envolvimento destes miRNAs, como feito a seguir.

No presente trabalho, 0 miRNA bta-miR-31 teve sua quantidade diminuida nos
espermatozoides depois de passarem pelo epididimo (tabela 2). A expressdo diminuida
de bta-miR-31 ja foi descrita anteriormente em testiculos de homens inférteis, o que
sugere que seu papel esteja relacionado com o bom desenvolvimento inicial de
espermatozoides (MUNOZ et al., 2015). Assim, este miRNA seria expresso durante a
espermatogénese, ocorrendo sua degradacio durante a maturacdo epididimaéria, o que foi
demonstrado pela intensa diminui¢do de sua quantidade nos espermatozoides apds a
passagem pelo epididimo.

Os miRNAs bta-miR-122, bta-miR-200a e bta-miR-182 apresentaram expressao
elevada em bovinos infectados com mastite induzida por E. coli, portanto, tem suas
funcdes relacionadas com a resposta inflamatéria (LUORENG et al, 2018).
Kasimanickam e Kastelic (2016), também associaram a elevada expressdo de bta-miR-
29b, bta-miR-26b e bta-miR-200b com a resposta inflamatéria. Assim como bta-miR-
200c foi relatado com a produgdo de citocinas envolvidas na resposta imune (ZHAO et
al., 2019). No presente trabalho, esses sete miRNAs tiveram sua quantidade diminuida
nos espermatozoides apos a maturagdo epididimaria. Nesse caso, especula-se que estes
miRNAs seriam residuos de possiveis processos imunoldgicos testiculares e que devem
ser eliminados dos espermatozoides, o que ocorreria durante a maturacao epididimaria,

conforme demonstrado pelos resultados do presente trabalho (tabela 2). Apesar de menos
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provavel, ndo se pode descartar possivel fungdo ou funcdes destes miRNAs diretamente
na espermatogénese e que deixariam de ser uteis apds a espermiagao.

O miRNA bta-miR-224 parece ter uma funcao relacionada a oxidacao de acidos
graxos, pois existem estudos que relacionam sua expressao com doengas como obesidade
e diabetes (SHEN et al., 2016). Assim como bta-miR-181a também regula o metabolismo
de lipidios via isocitrato desidrogenase (CHU et al., 2015). Esses dois miRNAs tiveram
sua quantidade diminuida durante a maturagdo epididimdria (tabela 2) e, portanto,
provavelmente seriam TUteis apenas até a espermiagdo, mas ndo na fecundagdo e
desenvolvimento embrionario inicial.

Deb e Sengar (2021) relacionaram a expressao de bta-let-7b e bta-mir-181b, em
diferentes ragas de gado durante o verdo (onde ha um grande estresse pelo calor), com o
estresse oxidativo. A diminui¢ao desses miRNAs apds a maturagdo epididimaria (tabela
2) pode ser porque tais miRNAs sdo importantes para uma correta espermatogénese em
condi¢cdes de estresse caldrico, mas uma vez ocorrida a espermiacdo, eles deixam de
serem necessarios e sdo degradados no epididimo.

O miRNA 11795 e 11796 ja foram descritos como tendo correlagdo negativa com
o desenvolvimento inicial in vifro de embrides bovinos (SOUZA, 2019). Ou seja, sua
presenca dificultaria o desenvolvimento embrionario inicial. Portanto, a necessidade da
eliminagdo destes miRNAs nos espermatozoides durante a passagem pelo epididimo ¢
totalmente justificavel e necessaria e foi observada neste trabalho (tabela 2).

Souza (2019) verificou uma correlacdo negativa dos miRNAs bta-miR-2285bf e
bta-miR 335 com o desenvolvimento embrionario inicial in vitro. Portanto era de se
esperar um aumento na quantidade desses miRNAs durante a maturagdo epididimaria,
mas, estranhamente, no presente trabalho, verificou-se uma diminui¢do. Faz-se

necessarios novos trabalhos para esclarecer esta controvérsia.
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Todos os miRNAs anteriormente discutidos, tiveram sua quantidade diminuida
durante a maturagdo epididimaria. Nao foram encontradas referéncias que tratem dos
miRNAs que tiveram sua quantidade aumentada, o que reforca a necessidade de trabalhos
de bioinformatica sobre os alvos e possiveis fungdes desse miRNAs. O aumento na
quantidade desses miRNAs possivelmente se deu por meio dos epididimossomos e
provavelmente estejam envolvidos no desenvolvimento embrionario inicial ou mesmo na
capacitacdo final dos espermatozoides que ocorrera durante a passagem no trato genital

feminino.

CONCLUSAO
A maturagdo epididimaria promove alteragdo no conteido de miRNAs dos
espermatozoides bovinos, aumentando a quantidade de alguns e diminuindo a quantidade

de outros miRNAs.
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ANEXO1

Tabela com todos os micro-RNAs espermaticos encontrados nas amostras dos touros.

miRNAs
bta-let-7-a-3p MIMAT0004330 bta-miR-2285cm_ MIMAT0046682
bta-let-7-a-5p MIMAT0003844 bta-miR-2285co MIMAT0046686
bta-let-7b. MIMAT0004331 bta-miR-2285cp MIMAT0046687
bta-let-7c. MIMATO0004332 bta-miR-2285cu MIMAT0046698
bta-let-7d_MIMATO0003810 bta-miR-2285¢ MIMAT0024580
bta-let-7e. MIMATO0004333 bta-miR-2285f MIMAT0024581
bta-let-7f MIMATO0003519 bta-miR-22851 MIMAT0024584
bta-let-7g MIMATO0003838 bta-miR-2285;] MIMAT0024585
bta-let-71 MIMATO0003851 bta-miR-2285k MIMAT0024586
bta-miR-10020 MIMAT0040419 bta-miR-22851 MIMAT0024587
bta-miR-100 MIMATO0009215 bta-miR-2285m_MIMAT0025533
bta-miR-10167-3p  MIMAT0040914 bta-miR-2285n MIMAT0025531
bta-miR-10172-5p MIMAT0040920 bta-miR-2285q MIMAT0025574
bta-miR-10174-3p MIMAT0040928 bta-miR-2285u MIMAT0031094
bta-miR-10183-5p MIMAT0040942 bta-miR-2285v_ MIMAT0025579
bta-miR-10185-5p MIMAT0040944 bta-miR-2299-3p MIMATO0011808
bta-miR-101_MIMATO0003520 bta-miR-2299-5p MIMATO0011807
bta-miR-103 MIMATO0003521 bta-miR-2305 MIMATO0011817
bta-miR-106a. MIMATO0003784 bta-miR-2320-3p MIMATO0011845
bta-miR-106b MIMATO0009218 bta-miR-2336 MIMATO0011869

bta-miR-107_MIMAT0003785 bta-miR-2342 MIMATO0011877



bta-miR-10a_ MIMAT0003786
bta-miR-10b_MIMAT0003839
bta-miR-11971 MIMAT0046336
bta-miR-11972. MIMAT0046341
bta-miR-11975 MIMAT0046354
bta-miR-11976_MIMAT0046357
bta-miR-11980 MIMATO0046368
bta-miR-11986b MIMAT0046621
bta-miR-11987 MIMAT0046387
bta-miR-11988 MIMAT0046393
bta-miR-11995 MIMAT0046648
bta-miR-12023_MIMAT0046716
bta-miR-12030 MIMAT0046723
bta-miR-12034 MIMAT0046727
bta-miR-12056_MIMAT0046763
bta-miR-122 MIMAT0003849
bta-miR-1246 MIMAT0024567
bta-miR-1249 MIMAT0009976
bta-miR-124a_ MIMAT0003811 bta-
miR-124b MIMAT0013774
bta-miR-125a_ MIMAT0003538
bta-miR-125b MIMAT0003539
bta-miR-1260b_ MIMAT0024568

bta-miR-126-3p MIMAT0003540
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bta-miR-2346 MIMAT0011881
bta-miR-2363 MIMAT0011901
bta-miR-2367-3p MIMAT0011910
bta-miR-2367-5p MIMATO0011909
bta-miR-2397-3p MIMATO0011952
bta-miR-2399-3p MIMATO0011955
bta-miR-23a_ MIMAT0003827
bta-miR-23-b-3p MIMAT0003852
bta-miR-2419-5p MIMATO0011985
bta-miR-2435_MIMAT0012007
bta-miR-24-3p MIMAT0003840
bta-miR-2453 MIMAT0012034
bta-miR-2463 MIMAT0012050
bta-miR-2468 MIMATO0012058
bta-miR-2478 MIMAT0012070
bta-miR-2483-3p MIMATO0012076
bta-miR-2483-5p MIMAT0012075
bta-miR-2484 MIMATO0012077

bta-miR-24 MIMAT0009250

bta-miR-25 MIMATO0003853
bta-miR-26a_ MIMAT0003516
bta-miR-26b- MIMAT0003531

bta-miR-27-a-3p MIMATO0003532



bta-miR-126-5p MIMATO0004328
bta-miR-1271 _MIMATO0009975
bta-miR-1277 MIMAT0024569
bta-miR-127 MIMAT0003787
bta-miR-128 MIMAT0003541
bta-miR-129-3p MIMAT0009222
bta-miR-1306 MIMAT0009974
bta-miR-1307_ MIMAT0009969
bta-miR-130a MIMAT0009223
bta-miR-130b MIMAT0009224
bta-miR-132 MIMAT0003812
bta-miR-133a MIMAT0009225
bta-miR-135a MIMAT0009228
bta-miR-135b MIMAT0009229
bta-miR-136 MIMAT0009230
bta-miR-137_ MIMAT0009231
bta-miR-1388-5p MIMAT0013590
bta-miR-138 MIMAT0003813
bta-miR-139 MIMATO0003788
bta-miR-140 MIMATO0003789
bta-miR-141 MIMAT0009232
bta-miR-142-3p MIMATO0003791
bta-miR-142-5p MIMATO0003790

bta-miR-143 MIMAT0009233

bta-miR-27b MIMAT0003546
bta-miR-2881 MIMATO0013839
bta-miR-2885 MIMATO0013843
bta-miR-2887 MIMATO0013845
bta-miR-28 MIMAT0009272
bta-miR-2904 MIMATO0013862
bta-miR-296-3p MIMAT0009273
bta-miR-296-5p MIMAT0026918
bta-miR-29a MIMATO0003518
bta-miR-29b MIMAT0003828
bta-miR-29¢c MIMATO0003829
bta-miR-29-d-3p MIMATO0009275
bta-miR-29-d-5p MIMAT0026919
bta-miR-29¢ MIMAT0009953
bta-miR-301a MIMATO0009276
bta-miR-301b MIMATO0009277
bta-miR-302b_ MIMAT0009280
bta-miR-302d MIMAT0009279
bta-miR-30-a-5p MIMATO0003841
bta-miR-30-b-3p MIMAT0012534
bta-miR-30-b-5p MIMAT0003547
bta-miR-30c. MIMATO0003850
bta-miR-30d_MIMAT0003533

bta-miR-30-e-5p MIMATO0003799

19



bta-miR-145 MIMAT0003542
bta-miR-146a MIMAT0009236
bta-miR-146b MIMAT0009235
bta-miR-147 MIMAT0009237
bta-miR-148a MIMAT0003522
bta-miR-148b MIMAT0003814
bta-miR-150 MIMAT0003845
bta-miR-151-3p MIMAT0003524
bta-miR-151-5p MIMAT0003523
bta-miR-152 MIMAT0009238
bta-miR-153_MIMAT0009239
bta-miR-154a MIMAT0009240
bta-miR-154c_ MIMAT0025542
bta-miR-155_MIMAT0009241
bta-miR-1584-5p MIMATO0011969
bta-miR-15a MIMAT0004334
bta-miR-15b_MIMAT0003792
bta-miR-16a MIMAT0009242
bta-miR-16b_MIMAT0003525
bta-miR-17-3p_ MIMAT0003816
bta-miR-17-5p MIMAT0003815
bta-miR-1777a_ MIMAT0012032
bta-miR-1777b_MIMAT0012046

bta-miR-181a MIMATO0003543
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bta-miR-30f MIMAT0009282
bta-miR-3141 MIMAT0024573
bta-miR-31 _MIMATO0003548
bta-miR-320a MIMATO0003534
bta-miR-323 MIMAT0009284
bta-miR-324 MIMAT0009285
bta-miR-32 MIMAT0009283
bta-miR-331-3p MIMATO0004339
bta-miR-331-5p MIMAT0026716
bta-miR-335 MIMAT0009291
bta-miR-338 MIMAT0009292
bta-miR-339a MIMAT0009293
bta-miR-339b MIMATO0012038
bta-miR-33a MIMAT0009294
bta-miR-340 MIMAT0009296
bta-miR-342 MIMATO0003846
bta-miR-3431 MIMATO0017394
bta-miR-3432a MIMATO0017396
bta-miR-3432b MIMAT0036976
bta-miR-345-5p MIMATO0003800
bta-miR-34a_ MIMAT0004340
bta-miR-34b MIMATO0003549
bta-miR-34c. MIMAT0003854

bta-miR-361 MIMATO0003830



bta-miR-181b_ MIMATO0003793
bta-miR-181c. MIMATO0003817
bta-miR-181d_ MIMAT0009243
bta-miR-182 MIMAT0009244
bta-miR-1839 MIMATO0009968
bta-miR-183 MIMAT0009245
bta-miR-184 MIMAT0009246
bta-miR-185 MIMAT0009247
bta-miR-186 MIMATO0003818
bta-miR-18a MIMATO0003526
bta-miR-18b MIMATO0003517
bta-miR-190a MIMAT0009251
bta-miR-190b MIMAT0009252
bta-miR-191 MIMAT0003819
bta-miR-192 MIMAT0003820
bta-miR-193-a-3p MIMATO0003795
bta-miR-193b MIMAT0009253
bta-miR-194 MIMAT0009254
bta-miR-195 MIMAT0004335
bta-miR-196a MIMAT0009255
bta-miR-196b_ MIMAT0009256
bta-miR-197 MIMAT0009257
bta-miR-199-a-3p MIMAT0003746

bta-miR-199¢ MIMATO0011871

bta-miR-362-3p MIMATO0012548
bta-miR-362-5p MIMAT0009298
bta-miR-363  MIMATO0003855
bta-miR-3660 MIMATO0025555
bta-miR-369-3p MIMATO0003802
bta-miR-371 MIMATO0009301
bta-miR-374a MIMAT0004342
bta-miR-374b_MIMATO0009302
bta-miR-375 MIMAT0009303
bta-miR-376b_MIMAT0009945
bta-miR-376¢c MIMAT0009947
bta-miR-376d_ MIMAT0010199
bta-miR-376e MIMAT0025543
bta-miR-377 MIMAT0009304
bta-miR-378b_MIMAT0025535
bta-miR-378c MIMATO0025551
bta-miR-378 MIMAT0009305
bta-miR-379 MIMAT0009306
bta-miR-380-3p MIMATO0003804
bta-miR-382 MIMAT0009308
bta-miR-409a MIMATO0009310
bta-miR-411a MIMATO0009312
bta-miR-421 MIMAT0009314

bta-miR-423-3p MIMAT0003831
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bta-miR-19a_ MIMAT0004336
bta-miR-19b MIMAT0004337
bta-miR-1 MIMAT0009214
bta-miR-200a MIMAT0003822
bta-miR-200b_ MIMAT0003842
bta-miR-200c. MIMAT0003823
bta-miR-202. MIMAT0009259
bta-miR-204 MIMAT0004338
bta-miR-205 MIMATO0003545
bta-miR-20a. MIMATO0003527
bta-miR-20b. MIMAT0003796
bta-miR-210 MIMAT0003824
bta-miR-211 MIMAT0009263
bta-miR-212 MIMAT0009264
bta-miR-215 MIMAT0003797
bta-miR-21-5p MIMAT0003528
bta-miR-216b_MIMAT0009266
bta-miR-217_MIMAT0009267
bta-miR-219-3p MIMATO0012547
bta-miR-221 MIMAT0003529
bta-miR-222 MIMAT0003530
bta-miR-223 MIMAT0009270
bta-miR-22-3p MIMAT0012536

bta-miR-224 MIMAT0009271

bta-miR-423-5p MIMATO0012537
bta-miR-424-3p MIMATO0015304
bta-miR-424-5p MIMATO0013593
bta-miR-425-3p MIMATO0003833
bta-miR-425-5p MIMATO0003832
bta-miR-429 MIMATO0009315
bta-miR-431 MIMATO0009316
bta-miR-449a MIMAT0009320
bta-miR-449b MIMAT0009321
bta-miR-449¢ MIMAT0009322
bta-miR-450a MIMAT0003834
bta-miR-451 MIMAT0009323
bta-miR-452 MIMAT0009324
bta-miR-454 MIMAT0009326
bta-miR-455-5p MIMATO0003835
bta-miR-483 MIMAT0009327
bta-miR-484 MIMATO0003535
bta-miR-487a MIMATO0003805
bta-miR-487b MIMATO0003847
bta-miR-497 MIMAT0004343
bta-miR-499 MIMATO0003536
bta-miR-502a MIMATO0009338
bta-miR-502b_ MIMAT0009339

bta-miR-532 MIMAT0003848
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bta-miR-22-5p MIMAT0003826
bta-miR-2284aa MIMAT0025560
bta-miR-2284a MIMATO0011906
bta-miR-2284b MIMATO0011983
bta-miR-2284c MIMATO0011926
bta-miR-2284d MIMATO0011836
bta-miR-2284e MIMAT0012080
bta-miR-2284-h-5p MIMAT0012019
bta-miR-2284k MIMATO0011907
bta-miR-22841 MIMATO0011824
bta-miR-2284m MIMATO0011976
bta-miR-22840 MIMAT0012068
bta-miR-2284p MIMATO0011885
bta-miR-2284q MIMATO0011957
bta-miR-2284v_MIMAT0011937
bta-miR-2284x MIMATO0017395
bta-miR-2284y MIMAT0024579
bta-miR-2284z MIMAT0025559
bta-miR-2285aa MIMAT0030435
bta-miR-2285ac MIMAT0030440
bta-miR-2285ad MIMAT0030446
bta-miR-2285aj-5p MIMAT0040947
bta-miR-2285al-5p MIMAT0040949

bta-miR-2285ap MIMAT0046362

bta-miR-539 MIMAT0009342
bta-miR-543 MIMAT0009344
bta-miR-545-3p MIMATO0003807
bta-miR-545-5p MIMATO0003806
bta-miR-574 MIMAT0024577
bta-miR-6119-5p MIMAT0024588
bta-miR-6120-3p MIMAT0024591
bta-miR-6123 MIMAT0024596
bta-miR-6522 MIMAT0025540
bta-miR-6526 MIMAT0025556
bta-miR-6528 MIMAT0025562
bta-miR-6529a MIMAT0025565
bta-miR-652 MIMAT0024578
bta-miR-6534 MIMAT0025570
bta-miR-6536 MIMATO0025572
bta-miR-660 MIMAT0004344
bta-miR-708 MIMAT0009367
bta-miR-760-3p MIMAT0022951
bta-miR-767 MIMAT0009375
bta-miR-769 MIMAT0009376
bta-miR-7857-5p MIMAT0030432
bta-miR-7859 MIMAT0030434
bta-miR-7861 MIMATO0030441

bta-miR-7865 MIMAT0030450
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bta-miR-2285at MIMAT0046342
bta-miR-2285au MIMAT0046346
bta-miR-2285av MIMAT0046347
bta-miR-2285aw MIMAT0046348
bta-miR-2285ba MIMAT0046373
bta-miR-2285bf MIMATO0046382

bta-miR-2285bg MIMAT0046386
bta-miR-2285b] MIMAT0046623

bta-miR-2285b MIMATO0011833

bta-miR-2285bo MIMATO0046627
bta-miR-2285bp MIMAT0046633
bta-miR-2285bq MIMATO0046635
bta-miR-2285bw MIMAT0046643
bta-miR-2285bz_ MIMAT0046646
bta-miR-2285¢f MIMAT0046663

bta-miR-2285c] MIMAT0046681
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bta-miR-7 MIMAT0003843
bta-miR-873 MIMAT0009377
bta-miR-876 MIMAT0009380
bta-miR-885 MIMAT0009382
bta-miR-92a MIMATO0009383
bta-miR-92b MIMAT0009384
bta-miR-935 MIMATO0009385
bta-miR-93 MIMATO0003837
bta-miR-9-3p MIMAT0012549
bta-miR-95 MIMATO0009387
bta-miR-96 MIMATO0009388
bta-miR-98 MIMAT0003809
bta-miR-99-a-3p MIMATO0012533
bta-miR-99-a-5p MIMATO0003537
bta-miR-99b MIMAT0004345
bta-miR-507b MIMATO0046744

bta-miR-1949 MIMATO0046755



