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RESUMO

Os miRNAs desempenham papéis fundamentais na funcdo celular por meio da regulagdo de
diferentes vias. As células espermiticas podem entregar miRNAs ao odcito, modulando os
futuros processos epigenéticos do embrido. Em particular, o miR-425-5p descrito como um
marcador de proliferacdo celular e é conhecido por estar presente no esperma. Este trabalho
teve como objetivo determinar e quantificar se o bta-miR-425-5p, encontrado no esperma
bovino, origina-se da espermatogénese ou € incorporado durante a maturacido epididimal Para
isso, testiculos de touros foram obtidos de um abatedouro local para obter espermatozoides,
vesiculas extracelulares e amostras de tecido do parénquima testicular, cabeca, corpo e cauda
epididimal de 22 testiculos. As amostras foram coletadas por dissecacdo e lavagem com PBS
1X. As vesiculas extracelulares foram caracterizadas por microscopia eletronica, andlise de
rastreamento de nanoparticulas e citdmetro de fluxo. Além disso, foi quantificado a expressao
de bta-miR-425-5p por RTq-PCR em vesiculas extracelulares, espermatozoides e amostras de
tecido do testiculo e dos diferentes segmentos epididimarios. Os resultados demonstram a
presenca de vesiculas extracelulares e diferencas em tamanho e concentracdo para cada regido.
O tamanho das vesiculas extracelulares diminuiu, sendo as maiores nos testiculos e as menores
na cauda epididimal, com maior concentracdo nos testiculos do que nas diferentes regioes do
epididimo. Mesmo na quantificacdo da expressao de bta-miR-425-5p, foi expresso nos tibulos
seminiferos e ductos epididimarios, e significativamente diferente nas vesiculas extracelulares
e esperma dacauda epididimal. De maneira geral, este trabalho demonstrou que o bta-miR-425-
Sp poderia ser adicionado aos espermatozoides durante a maturacdo e essa agregacdo pode ser

mediada por vesiculas extracelulares.

Palavras-chave: microRNA. miR-425-5p. Espermatozoide. Vesicula extracelular.



ABSTRACT

MiRNAs play key roles in cell function through the regulation of different pathways. Sperm
cells can deliver miRNAs to the oocyte modulating the embryo's future epigenetic processes.
Particularly miR-425-5p, is well described as a cellular proliferation marker and is known to be
present in sperm. This work aimed to determine and quantify whether bta-miR-425-5p, found
in bovine sperm, originates from spermatogenesis or is incorporated during epididymal
maturation. For that bull, the testis-epididymis complex was obtaned from a local
slaughterhouse to obtain sperm, extracellular vesicles, and tissue samples from the testicular
parenchyma, epididymal head, body, and tail from 22 testes. Samples were collected by
dissection and flushing with 1xPBS. Extracellular vesicles were characterized by TEM,
nanoparticle tracking analysis, and flow cytometer, in addition, the expression of bta-miR-425-
Sp in extracellular vesicles, sperm, and tissue samples from different epididymal segments and
the testis was quantified by RT-qPCR. The results demonstrate the presence of extracellular
vesicles and differ in size and concentration for each region, the size of the extracellular vesicles
decreased, the largest in the testis and smallest in the epididymal cauda, with greater
concentration in the testicles than in the different regions of the epididymis. Even in quantifying
the expression of bta-miR-425-5p, this was expressed in the seminiferous tubules and
epididymal ducts, and significantly different expressed in the extracellular vesicles and sperm
of the epididymal cauda. Overall, this work demonstrated that bta-miR-425-5p was added to
spermatozoa during maturation and this aggregation could be mediated by extracellular

vesicles.

Keywords: microRNA. miR-425-5p. Sperm. Extracellular vesicle.
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1. INTRODUCAO

As células germinativas ‘“espermatogbnias” passam por diferentes estigios para a formacdo de
espermatozoides, este processo € conhecido como espermatogéneses, e acontece nos tubulos
seminiferos dos testiculos. Depois da formacdo nos tibulos seminiferos, os espermatozoides
passam por processos complexos de maturacdo  pods-testicular no  epididimo
(KIERSZENBAUM & TRES, 2016). Durante a maturacdo, hi mudancas no espermatozoide:
agregacao de moléculas sncRNA (moléculas pequenas de RNA nao codificantes - do ingl€s,
“small non coding RN As”), mudancas na estrutura do flagelo, remocdo e aquisicdo de proteinas
da membrana plasmatica, migragao da gota citoplasmatica (BARRACHINA et al, 2022), tudo
isso com a finalidade de formar um espermatozoide maduro com motilidade progressiva
(CHEN et al, 2022).

O epididimo € revestido por um epitélio pseudoestratificado colunar com estereocilios, que
formam uma rede de comunicacdo. Cada tipo de célula regula e estabelece um ambiente luminal
exclusivo para cada regido, para concentracdo, maturagdo e armazenamento de
espermatozoides (SHUM et al, 2011). Estdo presentes células “narrow” no segmento inicial da
cabeca do epididimo (roedores) (BRETON et al, 2016), células basais nas trés regides do
epididimo emitindo projecdes intercelulares para o limen, células principais responsaveis por
mediar a secrecdo de bicarbonato e ATP, a qual mantém uma interacdo com as células claras,
presentes na regido distal do epididimo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2023). O produto de
secre¢do das células claras é mediado pelo complexo V-ATPase, que lhe permite acidificar o
ambiente ocasionando um estado inativo dos canais especificos de passagem de Ca** e K*

durante o armazenamento de espermatozoides na regido caudal (BRETON et al., 2013).

Outra caracteristica do epitélio epididimario é a capacidade de secrecao (apOcrina) de
biomoléculas complexas ou vesiculas extracelulares (VEs) que interagem com o0s
espermatozoides durante a passagem pelo ducto epididimario (DACHEUX et al., 2003; CHEN
et al, 2022), também conhecidos como epididimossomos. Os epididimosomos ou VEs sdo
corpos biolégicos envoltos por uma bicamada lipidica e proteinas transmenbranais, desprovidos
de um nicleo e de maquinaria de transcricdo (NILENDU et al., 2021) e contém moléculas de
origem epitelial: fosfolipidios, proteinas, sncRNAs e outros metabdlitos (RODE et al., 2021;
BARRACHINA et al., 2022). Devido a sua capacidade de atravessar barreiras biologicas, eles
conseguem verter seu contelido na célula-alvo (ZHANG et al, 2020). Isso gera modulagdes

biologicas, na maturacdo pods-testicular dos espermatozoides (XING et al., 2021), remocao de
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espermatozoides anormais, alteracdo de sncRNA, transferéncias de proteinas moduladoras da

fertilidade e modificagdo epigenética (NILENDU et al., 2021).

Entre os contetidos dos espermatozoides estdo os miRNAs, os quais sdo RNAs ndo codificantes
de fita simples e altamente conservado entre as espécies (DE SOUSA et al., 2019; SHI et al.,
2021), compostos por 17-25 nucleotideos, considerados reguladores da transcricdo génica,
mibindo a funcdo e facilitando a degradacdo do mRNA alvo, mediante a ligacio da regido 3'
ndo traduzida (UTR) de um RNA mensagero (mRNA) (COOPER, 2019; HALARI et al,
2022). Um tnico mRNA pode atingir centenas de mRNAs, regulando assim redes inteiras de
proteinas (SHI et al, 2021). Os miRNAs desempenham papéis importantes durante o
desenvolvimento embrionario, e em alguns tecidos diferenciados a desregulagdo nos miRN As

pode levar a formacdo de células cancerigenas (YING; CHANG; LIN, 2018).

Um perfil dindmico de sncRNAs e miRNAs ¢ evidente nas VEs-epididimarias, e a funcdo dos
miRNAs é mais ampla do que se conhecia até o momento (SELLEM et al, 2021), sendo que,
o epigenoma espermitico (mRNAs) influencia o inicio da embriogénese (PASQUARIELLO
etal, 2024) e qualidade espermitica (XUNWEI; XIAOMEI; QIAN, 2022). Estudos realizados
anteriormente no Laboratério de Biologia Celular da UFU, por meio de seqRNA de
espermatozoides, obtiveram resultados que mostram uma correlagdo positiva significativa do
bta-miR-425-5p com ataxa de formacdo de blastocistos (tese de mestrado) (DE SOUZA, 2019),
indicando que a presenca deste miRNA favorece o desenvolvimento embrionario. Ha
abundante literatura que fornece evidencia do caricter regulador de proliferacio celular deste
miRNA, e porisso, € considerado um potencial biomarcador em alguns tipos de doengas: cancer
de préstata (RODE et al., 2021), cancer de pancreas (LU; WU; WANG, 2019); carcmoma de
células renais (QUAN etal., 2018), no cancer do colo retal € um regulador da quimiorresisté ncia
(ZHANG et al., 2016) também, € um potencial terapéutico no cancer de ovario (WU, 2021),
em doenca neurodegenerativos. No caso do Alzheimer, € sugerido como um alvo terapéutico,
pela indugcdo do apoptose celular (YUAN et al., 2020). De acordo com a literatura mencionada,
baseado no papel do cancer de miR-425-5p, podemos fazer uma analogia entre as células
cancerigenas e o desenvolvimento embrionério, devido as marcadas proliferacdes celulares na
fase de moérula e blastocisto, sugerindo um envolvimento deste miRNA no desenvolvimento

embrionario.

A informacdo como bta-miR-425-5p se relaciona com o desenvolvimento embriondrio ¢é

limitada até o momento. A Unica fonte disponivel sobre essa questdo foi gerada por de Souza
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(2019). No entanto, € conhecida a presenga deste mRNA nos espermatozoides e nas vesiculas
extracelulares (VEs) do sémen ejaculado em bovinos, bem como em baixa propor¢do nos

ovocitos (ALVES et al.,, 2021).

Portanto, de forma geral, os miRNAs tem papeis importantes no desenvolvimento do embrido,
sendo que o bta-miR-425-5p favorece o desenvolvimento embriondrio inicial in vitro. Este
miRNA € conhecido pela fungdo cancerigena mencionado acima, o que € bastante compativel
com seu efeito no desenvolvimento embriondrio, visto que tanto o desenvolvimento de cancer
como o desenvolvimento embrionario inicial sdo marcados pela intensa proliferacdo celular.
N3do se sabe exatamente como este mRNA atua no desenvolvimento embrionario. Por isso, é
importante conhecer a origem desse mRNA e seu funcionamento. Assim, fica evidente que
esclarecer a origem do miR-425-5p espermitico e os processos moleculares de sua acdo no
desenvolvimento embriondrio inicial, poderd contribuir na identificacio de alguns problemas
de fertilidade de touros e seus possiveis tratamentos, bem como, servir de base para adequagdes
no processo de producdo in vitro de embrides bovino, ampliando a eficiéncia desta biotécnica.
Também € pertinente lembrar que a producdo in vitro de embrides bovinos € um excelente

modelo biolégico para ser extrapolado para outras espécies, incluindo o humano.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Origem e Desenvolvimento dos espermatozoides

Os espermatozoides sdo produzidos nos tibulos seminiferos dos testiculos, onde acontece o
processo de “espermatogénese”, eles sao revestidos por um epitélio germinativo compostos de
duas populacdes diferentes de células: células soméiticas de Sertoli e células espermatogénicas
(espermatogdnias, espermaticitos e espermatides), as quais estdo envolvidas por uma limina
basal e por células mioides e revestidas por uma bainha de tecido conjuntivo

(KIERSZENBAUM; TRES, 2016) (Figura 1).

A producdo de espermatozoides € chamada espermatogénese, um processo que inclui divisdo
celular por mitose e meiose e € seguida pela diferenciagdo final das células em espermatozoides.
O processo comega com as espermatogonias situadas sobre a lamina basal e abaixo das zonulas
de oclusdo entre as células de Sertoli e estio em constante divisdo celular tornando-se em
espermatogénias de tipo A e B que ao final de sucessivas divisdes mitdticas originam
espermatocitos primarios com a quantidade de 2N de DNA (dois cromossomos de cada tipo),
mas que ja se encontra em meiose. Em um estado mais prolongado, o espermatdcito primério
vai ser submetido a uma primera divisdo meidtica onde os cromossomas homologos se
separam, resultando dessa divisdo duas células menores chamados agora espermatdcitos
secundarios (IN). Estas tltimas células entram numa segunda divisio meidtica, onde ocorre a
separacdo das croméitides e as células filhas serdo agora as espermitides, contendo apenas um
conjunto de cromossomos € a metade da quantidade regular de DNA (BANKS, 1993;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).

A mudanca de espermitides para espermatozoide € denominada de espermatogénese, que
compreende trés etapas: A) etapa do complexo de Golgi: onde se formard a vesicula
acrossOmica e a localizacdo e posicionamento perpendicular dos centriolos. B) etapa do
acrossomo: a vesicula acrossdmica se estende tornando-se no capuz acrossOmico e logo no
acrossomo, o qual contém vérias enzimas hidroliticas, como a hialuronidase, neuraminidase,
acrosina e fosfatase acida, mas também acontece a formacdo do flagelo a partir dos centriolos,
posicionamento das mitocondrias, o nicleo se torna mais alongado e condensado. C) etapa de
maturacdo: aqui hi a perda de citoplasma das espermétides, sendo desprendidos e formandos
os corpos residuais, que sdo fagocitados pelas células de Sertoli e, os espermatozoides sao
liberados para o limen do tibulo seminifero (BANKS, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2023).
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Espermatozoide
Espermatide alongada

Espermatide redonda

Espermatocito

Célula de sertoli \ Espermatogonia

Membrana basal

Figura 1. Espermatogénese. Modelo de organizacdo das células do tibulo seminifero (adaptado
de MCIVER et al.,, 2012).

2.2. Maturacio dos espermatozoides

Apés da saida dos espermatozoides do testiculo, eles sdo direcionados com destino para o
epididimo, embora precisem atravessar o tibulo reto, a rede testicular do mediastino e ductos
eferentes. Nesse trajeto os diferentes tibulos estardo revestidos de epitélios simples com
modificacdes e suas células comecam gradualmente a aumentar altura. Portanto os
espermatozoides atravessaram o epitélio dos tibulos retos que € conformado por células de
Sertoli cuja fun¢do geral serve como valvula para expulsar os espermatozoides para a rede
testicular revestido de um epitélio simples cuboidal Continuando seu trajeto o0s
espermatozoides sdo levados para os dutos eferentes, revestidos de células epiteliais colunares,
algumas ciliadas e células cuboides (epitélio pseudoestratificado), e finalmente os
espermatozoides sdo lacados para o ducto epididimirio, onde acontecerdo modulagdes
estruturais e no conteddo dos espermatozoides (BANKS, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2023).
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2.2.1. Composicao celular do epididimo: cabeca, corpo, cauda

O epididimo € formado por um tubulo longo que se encontra enovelado e segmentado em
regioes morfoldgicas que sdo funcionalmente distintas, conhecidas como: cabega, corpo e cauda
(Figura 2). Além disso, quatro tipos de células revestem o epit€lio do epididimo: células
“narrow”, claras, principais e basais, embora cada tipo de célula contrbui para o
estabelecimento e regulacio de um ambiente luminal tUnico para a concentracdo, maturacao,
armazenamento e viabilidade dos espermatozoides. As células principais e basais estdo
presentes em todas as regides do epididimo, as células “narrow” estdo localizadas
exclusivamente no segmento inicial e as células claras estdo presentes na cabeca, no corpo e na

cauda do epididimo, (SULLIVAN, 2016).

Epididimo

Segmento micial

.
-

Narrow céhula clara

célula principal

célula basal

v

Duto deferente

Figura 2. Vista esquemitica do epididimo. O epitélio que reveste o epididimo € composto por
varios tipos de células, incluindo células “narrow”, claras, principais e basais (adaptado de

SHUM et al., 2009).

Seguem detalhes sobre esses tipos celulares:

a. Células basais: estdo diretamente em contato com a membrana basal, mantém a

integridade estrutural da barreira sangue-epididimo e foi proposto que elas podem ser
células-tronco adultas para o epitélio do epididimo (PINEL; MANDON; CYR, 2019).
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Elas emitem exopodium ou prolongacdes estreitas que se movem entre as células
epiteliais em direcdo ao limen. Essa motilidade dindmica pode estar relacionado com a
sofisticada comunicagdo entre células epiteliais, conferindo-lhe a carateristica de
plasticidade estrutural dindmica (ROY et al., 2016). As células basais exibem alto nivel
de expressdo de varios genes envolvidos no trifego de membrana e metabolismo
lipidico (Cd9, Sdcl, Sdc4, Vmpl, Apoe, Apocl, Sgms2), sugerindo que as células
basais podem exibir remodelacio de membrana mais dindmica, ou producdo de

vesiculas (RINALDI et al., 2020).

. Células claras (CC): As CCs estdo localizadas ao longo do epididimo, onde regulam e

mantem o equilibrio acido-base ajustando a secrec¢do de prétons através de uma enzima
V-ATPase bombeadora de prétons, localizada em sua membrana apical (BATTISTONE
et al.,, 2024). O papel crucial das CCs € a acidificacdo luminal (BRETON et al., 2016),
mas também expressam altos niveis de genes envolvidos na producdo de energia
metabdlica, presumivelmente para fornecer os altos niveis de ATP necessarios para a
acidificacdo do limen do epididimo (RINALDI et al, 2020). Expressam genes de
trifego de membrana (Dab2, Apls3, Arf3, Stx7, Cdc42se2), isso € consistente com o
importante papel da reciclagem/endocitose da membrana ativa na localizacdo da
ATPase vacuolar (BRETON et al., 2013).

Foi demostrado a existéncia de trés “subclusters” de células claras, devido a expressao
de grupos de genes, particularmente o gene marcador de destaque lapp que codifica para
o polipeptidio Amilyn. Referente aeste gene, a distribuicao dos “subclusters™ de células
claras no epididimo € diferenciada; dois “subclusters” localizadas no cabega e corpo do
epididimo expressam o gene lapp e o “subcluster” da cauda do epididimo ndo expressa,
de modo que as funcionalidades de células claras podem ser diferentes entre os
“subclusters” (RINALDI et al., 2020).

Estudos mais recentes demostram que CCs transferem proteinas SLC27A2, EDDM3B,
KRT19 e WFDCS para os espermatozoides durante o transito epididimal humano e no

camundongo (BARRACHINA etal., 2022).

Células principais: Sdo as principais responsdveis da secrecdo de vesiculas
extracelulares e de manter o equilibrio acido-base mediante a secrecdo de bicarbonato
dependente de CFTR (do inglés cystic fibrosis transmembrane regulator: um gene que

codifica uma proteina que transporta ions cloro e bicarbonato entre as membranas das
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células) e caracterizam-se pela sua excepcional capacidade de sintese e secrecdo de
proteinas. Também expressam NHE3 encontrado em alta expressdo na membrana apical
das células principais, o qual medeia a secrecdo de protons, mecanismo mediado por V-
ATPase e NHE3, os quais participam na recuperacdo do pH alcalno do limen (PARK
etal, 2017). Além disso, foi comprovado a fun¢do de regulagdo da homeostase do Ca*?
no lumen epididimal, mediante os canais TRPV6 e TMEMI6A Iocalizados na
membrana apical das células principais (GAO etal., 2016).

2.2.2. Eventos morfolégicos e moleculares nos espermatozoides durante a

maturacio
a. Migracdo da gota citoplasmitica:

A gota citoplasméatica € o remanescente do citoplasma das células germinativas proveniente da
espermatogénese (COOPER, 2019). A existéncia delas ja foi demostrada mediante a
microscopia eletronica de hélio de alta resolugdo, quando foi visualizada uma interacio do
epitélio circundante com estruturas semelhantes a vesiculas extracelulares, na regido onde se
encontra a gota citoplasmatica do espermatozoide (PAUNESCU et al,, 2014). Anteriormente
também foi descrito e proposto por Hermo, Dworkin e Oko (1988) o processo de mudanga e a
posicdo da gota citoplasmiticas durante a transicdo no epididimo, qual coincide com a
maturacdo dos espermatozoides. Nos testiculos e ductos eferentes, a gota citoplasmatica
circunda a regi@do da peca intermediaria do flagelo, enquanto da cabeca do epididimo a gota
aparece proxima a juncdo da parte média da pecga principal do flagelo; logo a gota apresenta
deslocamento lateral no corpo do epididimo. Na cauda epididimal a maioria dos
espermatozoides é desprovida destas goticulas, e o conteido das gotas € liberado no limen,
sendo endocitado seletivamente pelas células claras (HERMO; DWORKIN; OKO, 1988). A
formacdo anormal da gota citoplasmatica, a falta ou formacdo ectdpica, pode ser um marcador
indicativo de espermiogénese defeituosa (XU et al, 2013). Outros estudos apresentaram
evidéncias de que os espermatozoides da cauda do epididimo de camundongos portadores da
gota citoplasmitica foram mais méveis do que aqueles sem a goticula, sugerindo que a gota
citoplasmitica representa um dispositivo tempordrio exclusivamente para a maturagao

epididimal dos espermatozoides, fornecendo a energia necessaria (YUAN et al., 2013).

b. Mudancas no proteoma espermitico:



20

Durante o transito epididimal, os espermatozoides sofrem alteracdes em seu conteido de
proteinas, lipidios e agucares. Considerando que os espermatozoides sdo ftradicionalmente
inativos em termos de tradu¢do do RNA mensageiro, acredita-se que as proteinas que neles
aparecem como consequéncia de sua maturacdo no epididimo sejam sintetizadas pelo epitélio
epididimal e entdo incorporado aos espermatozoides (GERVASI; VISCONTI, 2017). O
protecoma do espermatozoide sofre substancial mudancas durante o trAnsito epididimal,
provavelmente causado pela diferenca de sinteses de proteinas no epitélio nas diferentes regides
do epididimo (SKERGET et al, 2015). Mediante a anilise por espectrometria de massa e
andlise de GO (do inglés: Gene Ontology), foi encontrado que as proteinas localizadas na
cabeca e no corpo do epididimo podem estar envolvidas na remodelacdo e na localizacdo das
proteinas espermaticas adicionadas durante o transito pelo epididimo (SKERGET et al., 2015).
As protefnas associadas com processos bioldgicos no espermatozoide diminuem durante o
transito epididimirio especificamente do corpo para cauda, e proteinas associadas com 0s
componentes celulares ou aderidos ao flagelo do espermatozoide estdio em incremento desde a
cabeca até a cauda (SKERGET et al, 2015). O mecanismo de aquisicdo das proteinas nos
espermatozoides ndo estd ainda totalmente esclarecido, mas as pesquisas sinalizam possiveis
mecanismos bioldgicos de agregacdo. Um dos principais fendmenos na maturagdo pods-
testicular dos espermatozoides ¢ representado por varios tipos de vesiculas lipidicas secretadas
pelo epitélio do epididimo e que interagem com os gametas, conhecidas como epididimosso mos
ou vesiculas extracelulares. Elas contém diferentes padrdes bioldgicos tipo proteico e particular
composicdo de reconhecimento lipidico (SULLIVAN; SAEZ, 2013). Imagens de alta resolu¢do
também revelaram conexdes estreitas entre o espermatozoide e a superficie epitelial do
epididimo apical sugerindo algum possivel mecanismo de comunicacio celular (PAUNESCU
et al,, 2014). Mas as vesiculas extracelulares tornaram-se de interesse para muitas pesquisas,
por sua importancia na comunicacdo celular. Recentemente foi demostrado que as vesiculas
extracelulares participam na transferéncia de proteinas desde o epididimo para o
espermatozoide  durante a maturacdo pOs-testicular (BARRACHINA et al, 2022).
Recapitulando sobre o anteriormente mencionado, a composicdo de proteinas nas regides do
epididimo ¢é dindmica e varidvel e um dos possiveis veiculos de entrega de proteinas para o

espermatozoide sao as vesiculas extracelulares.

c. Mudangas na superficie espermatica

Outras mudangas que acontecem durante a passagem pelo epididimo dos espermatozoides, sdo

as alteracdes moleculares na superficie da membrana. Essas alteracdes incluem adi¢ao, remogao
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e/ou modificagdo de agucares e lipidios externos da membrana plasmitica do espermatozoide
(GERVASI; VISCONTI, 2017). Glicoproteinas e polissacarideos formam uma interface entre
o espermatozoide e seu ambiente externo (conhecidos como glicocélice), e as atividades das
glicosidases e glicosil transferases que sdo secretadas no limen do epididimo modifica os

glicanos (polissacarideos estruturais) dos espermatozoides que foram produzidos nos testiculos

(TECLE; GAGNEUX, 2015).

d. Aquisicio de motilidade nos espermatozoides

Apbs a espermiacdo, os espermatozoides atravessam um conjunto de tibulos para logo ser
levados para o segmento inicial ou cabeca do epididimo no caso de bovinos. Os
espermatozoides que sdo transportados para a cabega do epididimo sao iméveis e logo vao para
o corpo e finalmente, para a cauda do epididimo, onde sdo armazenados aguardando a
ejaculacio. A medida que os espermatozoides transitam pelo epididimo e depois residem na
cauda do epididimo, eles ganham a capacidade de se tornarem progressivamente moveis e
adquirem funcdo acrossomica (VADNAIS et al., 2013). Um dos requisitos para a motilidade
dos espermatozoides € a disponibilidade de energia na forma de ATP utilizado pelas dineina
ATPases axonemais dentro do flagelo (PIOMBONI et al., 2012). Foi demostrado que auséncia
do gene CCDC28A afeta a motilidade, morfologia e por tanto a fertilidade nos camundongos
(ZHOU et al, 2024). A motilidade do espermatozoide € dependente dos niveis de cAMP
intracelular e da fosforilagdo de proteinas, para ativacdo gradual da motilidade durante o transito
epididimal. As concentragdes de bicarbonato e Ca?* sdo dois componentes importantes do
fluido luminal do epididimo que poderiam controlar diretamente as concentragdes
mtracelulares de cAMP nos espermatozoides do epididimo e, consequentemente, ativar
fosforilacdes e desfosforilagdes dos bracos de dineina, provocando assim a aquisicdo da
motilidade progressiva nos espermatozoides na cauda epididimal. Estes dados sdo
correlacionados com o incremento das concentracdes de cAMP nas regides distais do epididimo

(DACHEUX; DACHEUX, 2014).

2.2.3. Interacao do espermatozoide e epitélio no processo de maturacao

O compartimento intraluminal do epididimo contém macromoléculas provenientes do epitélio,
que mteragem com a superficie do espermatozoide, modulando a capacidade de fertilizagdo do
espermatozoide e a motilidade direta (DACHEUX; GATTI; DACHEUX, 2003). Esta interacao
pode estar relacionada com as vesiculas extracelulares, e esta interacdo ja foi demostrada ha

muitos anos que existéncia de interacdo vesicula extracelular e espermatozoide
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(YANAGIMACHI et al., 1985), as quais sdo principalmente originadas de células principais
(BARRACHINA et al., 2022).

As vesiculas extracelulares (VEs) ou conhecidos como epididimossomos sdo moléculas
delimitados por uma bicamada lipidica que podem conter proteinas, biomoléculas de
membrana, lipidios, metabdlitos e 4cidos nucléicos. Tém aparéncia esférica com didmetros
variando de 50 a 250 nm. Moléculas na superficie dos VEs promovem a interacio com outras
células por meio do reconhecimento molecular com lipidios e ligantes na superficie da célula
receptora. Estas interacdes atrativas e especificas podem induzir a adesdo, fusdo e até
mternalizacdo do VE com a membrana plasmitica da célula receptora (SULLIVAN, 2016).
Esta adesdo é devido a proteinas transmembranas conhecidas como tetraspaninas, que sao
altamente abundantes na superficie das VEs. As tetraspaninas como CD63, CD9 e CD81 sao
marcadores bem estabelecidos de VEs (MULCAHY; PINK; CARTER, 2014; ZHOU et al.,
2018).

O processo de biogé€neses de vesiculas extracelulares € escassamente esclarecido, mas se sabe
que elas vém de uma origem endosomal. Incialmente, hd uma formacdo de endossomos no
mterior da célula, mediante brotamentos da membrana plasméitica da célula e sdo caracterizados
pelo acimulo de vesiculas intraluminais (ILVs). As células utilizam a via de formacdo dosILVs
para degradar, reciclar ou liberar mediante exocitose diferentes tipos de biomoléculas. Os
primeiros ILVs, passam por processos de maturacdo e se tornam endossomas tardios ou corpos
multivesiculares- MVBs. E as moléculas bioativas sdo direcionadas aos MVBs, através da via
dependente dos complexos de classificacdo endossdmica (ESCRT) ou independente de ESCRT.
Ap6s disso, as MVBs podem ter diferentes destinos: sido direcionados para os lisossomos para
degradacdo ou fundem-se com a membrana plasmitica e liberam seu conteddo para o meio

extracelular (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013; JIN et al., 2022).
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Figura 3. Representacdo da biogénese das vesiculas extracelulares (VEs) e processos de
comunicagdo com a célula alvo. Os miRNAs secretados sdo transportados por vesiculas
extracelulares (VEs) e transferidos para as células receptoras, onde regulam a expressao génica

pos-transcricional (adaptado de BELLEANNEE, 2015).

Microvesiculas (MVs) sdo liberadas da membrana plasmitica por meio de brotamento externo.
A corpo multivesicular (MVC) € liberada pela brotagdo da membrana durante a secrec¢ao
apocrina. Vesiculas extracelulares e sua carga de miRNA sdo transferidas para células
receptoras ap6s endocitose ou fusdo de membranas. Outros tipos de biomoléculas também
podem ser encapsulados nestas estruturas ou nas gotas lipidicas. O contetido dessas estruturas
pode incluir protefnas, lipidios, sncRNAs e principalmente dada a sua funcdo na regulacdo
transcricional miRNAs. O estudo dessas moléculas € particularmente de interesse, pois elas

possuem papéis essenciais na fertilidade, na capacitacdo do espermatozoide e na transmissao

de sinais epigenéticos (SELLEM et al., 2020) (Figura 3).

A interacdo entre vesiculas extracelulares e espermatozoides ainda ndo estd bem esclarecida,
mas se sabe que pode existir uma interagdo ligante receptor, e que esta interagdo pode ser

mediada pela via GPI para a ancoragem de proteinas na superficie do espermatozoide, com
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possiveis proteinas tetraspasinas como CD9 ou outras, que podem ser candidatas a regulem da
fusdo das membranas. Mas, outros candidatos envolvidos neste processo sdo as “rafts lipidicas
altamente enriquecidas em colesterol e esfingolipidios. Esses microdominios também
compartimentam protefnas como P25b e SPAMI, as quais sdo consideradas os responsaveis da
ancoragem entre vesiculas extracelulares e espermatozoide. Outra via de adesdo do
epididimosoma pode ser seguida pela criacgio de um poro de fusdo transitério no
espermatozoide, modelo que poderia potencialmente facilitar a troca bidirecional de proteinas
e outras macromoléculas dentro e fora da célula espermitica em maturacdo; subsequentemente
acontece a liberacdo do conteido do epididimosoma para espermatozoide mediante aquele poro
de fusao (GRIFFITHS et al., 2008; HARROUN; KATSARAS; WASSALL, 2008; ZHOU et
al., 2018).

2.3. miRNAs nos espermatozoides
Existem muitos estudos que abordam a importincia do estudo de mIRNAs nos
espermatozoides, mas um importante trabalho acerca da biologia do 6rgao epididimal relaciona
o processo de amadurecimento do espermatozoide com relacdo a expressio de miRNAs,
demostrando o incremento gradualmente dos miRNAs desde o parénquima testicular até a
cauda epididimal, coincidindo com o aumento de miRNA nos espermatozoides ejaculados
(SELLEM et al., 2021). Também os miRNAs sdo de interesse ja que podem ser considerados
marcadores especificos para alguma funcionalidade do espermatozoide, tais como durante a
criopreservacdo (XU et al, 2021), marcadores para concentracdo espermitica (RADTKE,
2019), ou processos biologicos que afetam a morfologia espermitica, motilidade e a
espermatogéneses em suinos (CURRY; SAFRANSKI; PRATT, 2011), e gansos (WU et al,
2023). A funcdo dos miRNAs nos espermatozoides € provavelmente mais amplio do que se
sabe no momento. Outra funcdo dos mRNAs € que estdo envolvidos em processos biologicos

futuros e epigenéticos, que serdo abordados nos topicos seguintes.

2.3.1. Biologia de miRNAs

Os microRNAs sdo pequenas moléculas de acido ribonucleico (RNA) ndo codificantes, com
tamanho variando entre 17 e 25 nucleotideos. Eles regulam a expressdo dos genes apds a
transcricdo, modificando o padrdo de traduc@o de proteinas por meio da interacdo com os RNAs
mensageiros (mMRNAs). A producdo de miRNAs € um processo complexo que comega no

nicleo e termmna no citoplasma. Este processo envolve vérias enzimas e complexos proteicos
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celulares que regulam cada etapa até a geracdo dos miRNAs maduros, os quais sdo capazes de

exercer suas fungdes. A via de producdo de mRNAs mais estudada € a candnica.

A biogénese candnica dos mRNAs inicia com a transcricio do DNA. Esses miRNAs podem
ser codificados em regides intrag€nicas (principalmente intronicas) e intergénicas, podendo
estar presentes tanto na fita “sense” quanto na fita “antisense” do DNA. Normalmente, a
transcricdo € conduzida pela RNA polimerase II ou pela RNA polimerase III. O primeiro
transcrito pri-miRNA, tem uma estrutura de “hairpin”, existindo uma parte na qual a molécula
estd pareada formando uma regidio de dsRNA (RNA de cadeia dupla) e com seus extremos
protegidos por CAP (capped) e cauda poli-A. O pri-miRNA ¢ processado no nicleo pelo
complexo enzimdtico formado pela RNase III Drosha e a proteina Pasha ou DiGeorge
Syndrome Critical Region 8 protein (DGCRS), que tem capacidade de se ligar nessa molécula
de RNA de cadeia dupla e remover a cauda de poli A e o encapamento dos extremos da mesma.
Esse processamento resulta em uma molécula de RNA de dupla fita com aproximadamente 70
nucleotideos, denominada miRNA precursor ou pré-miRNA, que é exportada para o citoplasma
com o auxilio das proteinas exportina-5 e Ran-GTP. No citoplasma, a enzima Dicer continua
com o processamento do miRNA, removendo a alga ndo pareada da molécula e dando origem
aum miRNA de fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. Alternativamente, a proteina
argonauta 2 (Ago2) pode participar da clivagem do pré-miRNA no citoplasma. Esse miRNA
de fita dupla é associado a um complexo proteico chamado complexo silenciador induzido por
RNA (RISC), formado por diversas proteinas, sendo as protefnas Ago um dos fatores mais
importantes, € sdo as responsaveis pela interacdo com as moléculas de RNAs. O RISC causa a
separacdo das duas fitas do miRNA, e, geralmente, uma delas é degradada, enquanto a outra,
que corresponde ao mRNA maduro, fica exposta para poder parear com o mRNA-alvo (LIMA
et al, 2021; SHANG; SENAVIRATHNE; LAI, 2023; BOFILL-DE ROS; VANG JROM,
2024).
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Figura 4. Biogéneses de miRNAs, via canonica (adaptado de BOFILL-DE ROS; VANG
OROM, 2024)

Um miRNA pode controlar a expressdao de mais de um mRNA alvo ou um mRNA pode ser
regulado por multiplex miRNAs. As regides 5° de miRNAs geralmente contribui com a
especificidade e atividade na unido com mRNA alvo. A iteragdo emtre mRNA e mRNA ¢é
restrito para uma sequéncia conservada chamada “seed” que esta localizada perto da regido 5’
do miRNA com aproximadamente 5 - 8 nucleotideos. Os miIRNAs controlam a expressao dos
mRNAs mediante a ligagdo com a regido 5° UTR ou 3’ UTR do alvo, provavelmente essa

interacdo seja feita por energia de hibridizacao e sequencias complementarias (CAl et al., 2009)

(Figura 4).

2.3.2. miRNA do epitélio seminifero e epididimario

Os miRNAs desempenham um papel essencial na regulacdo da espermatogénese e na
maturacdo dos espermatozoides. Portanto, mudancas nos niveis e padrdes de expressao dos
miRNAs podem resultar em anomalias reprodutivas (MCIVER et al, 2012). Entretanto
compreender a funcdo bioldgica dos miRNAs desde o testiculo até o epididimo continua sendo
de grande interesse atual. Foi demonstrado que os miRNAs expressos nos tibulos seminiferos
ndo diferem em cachorros jovens e velhos, ao contrdrio do que ocorre no epididimo (KIM et

al., 2023). Mas existe miIRNAs responsaveis da proliferacio das SSC (do inglés spermatogonial
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stem cells) no testiculo, e regulacdo da meiose por meio do miR-100, a familia miR-29 e, miR-
34c (HUANG et al,, 2017). Entretanto quando se trata do ambiente luminal do epididimo nos
referimos auma complexidade; o ducto epididimario € definido pelas células que compdem seu
epitélio, e devido a heterogénea distribuicdo das células, compreender os processos de
regulacdo espermatica mediados pelos mRNAs e outras biomoléculas continua sendo um
questionamento. O epididimo expressa e compartilha mRNAs em suas trés regioes, tanto em
células cultivadas in-vitro e tecido (BROWNE et al., 2018). Particularmente, foi observado que
apresenta um padrao de expressdo heterogéneo de miRNAs comparando as diferentes regioes
(cabeca - corpo, corpo). Existe uma “upregulation” ou mais expressao de miRNAs em regioes
posteriores e “downregulation” ou menor expressio de miRNAs em regides anteriores do
epididimo, de tal modo que a expressao encontrada de genes alvos dos miRNAs ¢ diferente
para cada regido do epididimo em Cattleyak (CY) um hibrido de bovino e Yak (ZHAO et al,
2021).

2.3.3. miRNA nas Vesiculas extracelulares (VEs)

Sabe-se que as vesiculas extracelulares estdo presentes no fluido testicular e do epididimo, e
que sdo responsaveis pela comunicagdo celular; entdo € preciso que a interagdo entre vesicula
tenha um vinculo especifico. Nas células do testiculo como as espermatogdnias, células de
Sertoli, espermatozoides sdo altamente eficientes para captar vesiculas extracelulares de origem
testicular (CHOY et al., 2022). Além de isso varios papéis biologicos foram propostos para as
vesiculas extracelulares do epididimo, incluindo modulacio da motilidade esperméitica durante
o transito epididimal, protecdo contra estresse oxidativo, agregacdo de proteinas de superficie
essenciais para a fertilizacdo e epididimossomos marcadores de espermatozoides defeituosos
para eliminacdo (SULLIVAN; SAEZ, 2013). Ainda, as vesiculas extracelulares levam miRN As
e outras biomoléculas para a célula alvo, mas de acordo com a regido da origem podem carrear
diferentes tipos de miRNAs, no caso do epididimo. Por exemplo as vesiculas extracelulares
provenientes da cabeca e cauda epididimal, apresentam diferentes perfis de mIRNAs

(BELLEANNEE et al., 2013).

2.3.4. miRNA nos espermatozoides durante o trajeto do tibulo seminifero e ducto

epididimario

Os perfis de sncRNA sdo modificados dinamicamente a medida que os espermatozoides
transitam através do epididimo, devido a combinagdo de muiltiplos fatores, como perda da

goticula citoplasmatica, degradacdo intracelular e interagcdo com epididimosomos. Além disso,
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a expressdo de sncRNA também esta influenciado pela idade do animal (WU et al., 2020). O
comportamento de sncRNAs nos espermatozoides, desde sua formacdo até o ejaculado, é
considerado um evento dindmico e complexo de compreender. Foi descrito que a “expressdo”
de piRNA, miRNA e tRNA nos espermatozoides tem uma tendéncia geral descendente ou
ascendente desde o testiculo até a regido distal do epididimo. Particularmente o miRNA
representa apenas o 1% da expressio de sncRNA nos espermatozoides do parénquima
testicular, e aexpressao de miRNA nos espermatozoides ao longo do epididimo vai aumentando
(5%, 13% e 27% em cabeca, corpo e cauda, respectivamente) para atingir 38% nos
espermatozoides ejaculados. O parénquima testicular e a cabega do epididimo, bem como a
cauda do epididimo e o esperma ejaculado, estio prOximos em expressio de miRNAs e
independentemente de outros sncRNA. Além disso, espermatozoides provenientes da regidao do
corpo demostram ter a maior expressao de rsRNAs (46% da expressdo de sncRNA) (SELLEM
et al, 2021). As expressdes dos miRNAs podem ser afeitadas por diversos fatores. Nos bovinos
ptberes a abundancia de miRNAs especificos compromete o metabolismo e a capacidade de
desenvolvimento de embrides pré-implantacionais (WU et al, 2020). Além disso a cauda
epididimal € conhecido por ser um local de reserva dos espermatozoides (ZHANG et al., 2020),
mas também € um local de aquisicdio de miRNAs envolvidos com o desenvolvimento
embriondrio que interagem com os espermatozoides; em camundongos, espermatozoides da
cauda epididimal expressaram bta-miR-100, um miRNA associado com a iiciacdo da
plenipoténcia (CONINE et al, 2018). E importante esclarecer que onde se 1& expressdo de
miRNA, estd sendo colocado a quantidade de mRNA e ndo a transcricdo. Isso porque, apds a
compactacdo da cromatina do espermatozoide que ocorre durante a espemiogénese, o DNA
espermatico perde a capacidade de transcricdo e, portanto, qualquer alteracdo de contetido de
miRNA deve estar ocorrendo por aquisicdo miRNAs expressos em outras células (DE SOUZA,
2019)

2.3.5. bta-miR-425-5p

Bta-miR-425-5p € a nomenclatura de um miRNA préprio de bovinos em sua forma madura
(miRBase). A sequéncia miR-425-5p madura ¢ altamente conservada em mamiferos, incluindo
suino, humano e camundongo (CHEN et al, 2017). Esta sequéncia altamente conservada é
envolvida com a proliferacdo celular “descontrolada™, sendo confrmada a expressdo de miR-
425-5p em tecido de cancer gastrico e em células em cultura deste tumor (YAN et al., 2017),
sendo considerado um marcador potencial neste tipo de cancer (ZHANG et al., 2017). Além

disso, pode ser encontrado nos exossomos de metdstases Ossea e cancer prostatico (RODE et
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al,, 2021), em tecidos metastaticos de cancer pancreitico (LU; WU; WANG, 2019). Mediante
o sillenciamento deste mRNA foi comprovado o efeito de proliferacdo e invasdo do céancer
ovariano (WU et al, 2021); da mesma forma, foi demonstrado efeito oncogénico
potencializando na proliferacio do carcinoma hepatocelular (FANG et al, 2017; WU et al.,
2022), e promovendo a progressao do cancer colo retal (LIU et al, 2020). Também ja foi
descrito que ele é um regulador negativo da proliferacdo de pré-adipOcitos intramusc ular

(CHEN et al., 2017).

Existe abundante informacdo que evidencia o papel de proliferacdo celular do miR-425-5p nos
diferentes tipos de cancer em mamiferos e, recentemente, também foi encontrado no fluido
folicular, estando envolvidlo na maturacdo dos odcitos e no desenvolvimento embrionario
(AOKI et al., 2024). Também ¢ localizado nos exosomas de placenta e de células do cimulo
(ZHAO et al, 2019; ANDRADE et al., 2019). Este mRNA foi detectado em vesiculas
extracelulares, nos epididimossomos das regioes da cabeca e cauda do epididimo em bovinos,
tendo maior expressdo do miR-425-5p na regido da cauda epididimal (BELLEANNEE et al.,
2013), e nos espermatozoides ejaculados (DE SOUZA, 2019; ALVES et al., 2021). Em resumo,
sabe-se que este mIRNA estd presente nos espermatozoides ejaculados e tem um efeito positivo
na formagdo de blastocistos. No entanto, estudos focados na origem do bta-miR-425-5p e na
sua agregacdo aos espermatozoides sao inexistentes. Portanto, € de interesse investigar esses
aspectos para compreender futuros processos biologicos que possam ser apliciveis as
tecnologias reprodutivas, melhorando a produgdo de embrides bovinos, e também para

extrapolar esses conhecimentos a outras espécies, como 0s humanos.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar e quantificar se o bta-miR-425-5p, encontrado nos espermatozoides de bovinos, €

oriundo da espermatogénese ou se € adicionado durante o transito epididimario.

3.1.  Objetivos especificos

e Investigar a presenca do bta-miR-425-5p no epitélio e nas VEs das diferentes regioes
do epididimo e do testiculo.
e Identificar o bta-miR-425-5p nos espermatozoides provenientes das regioes

epididimarias e testicular.
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4. MATERIALES E METODOS
4.1. Obtencao das Amostras Biologicas

As amostras (testiculo de bovinos) foram adquiridas de abatedouros localizados na regido da
cidade de Pirassununga - Sdo Paulo (SP), e transportados em gelo dentro de sacos plasticos para
o Laboratério de Morfofisiologia Molecular do Desenvolvimento (LMMD) da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP) (CEUA N°
2626040724); ao chegarem no laboratério foram lavados com solu¢do salina fria para aretirada

de artefatos.

Um N° total = 22 testiculos de bovinos foram adquiridos e distribuidos para as diferentes

analises.
4.2. Coleta de fluido epididimario, fluido testicular e tecidos

E importante mencionar para melhor compreensdo das metodologias, que todas as amostras
foram coletadas a partir das regides da cabega, corpo e cauda do epididimo e parénquima

testicular.

Sobre uma caixa de isopor com gelo foi separado o epididimo do testiculo com ajuda de um
bisturi estéril; os cortes foram feitos com precaugdo para evitar furar o tecido. Em cada
epididimo dissecou-se (separou-se) as regides de: cabega, corpo e cauda (trocando os bisturis e
luvas por regido), as quais foram colocadas separadamente sobre placas de Petri plastica
(60x15) com 3 mL de PBS 1X filtrado (0,20 uL). Posteriormente, as regides ou pecas foram
recortadas em fragmentos finos e comprimidas delicadamente com a ponta dos dedos, até obter
uma mudanca de turbidez no PBS, o que indica presenca de fluido epididimario e
espermatozoides. Logo, foi coletado o fluido epididimirio em tubos de 1,5 mL livre de RNA
com a codificacdo correspondente de cada regido e depositados em caixa com gelo até seu

armazenamento a -80°C.

A obten¢do de fluido testicular foi feita pela pungdo testicular, com uma seringa de 10 mL. Foi
injetado no testiculo 3mL de PBS 1X e rapidamente foi feito massagens externas sobre o
testiculo para que o PBS misturasse no mterior do 6rgdo. Depois, com a mesma seringa, foi

feita novamente a pungdo para aspiracdo testicular e extrair aproximadamente 1mL de fluido

testicular. O fluido obtido foi coletado em tubos de 1,5 mL livre de RNA e foi agregado 500
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uL de PBS para completar 1500 pL. No frasco foi colocado a codificagdo correspondente do

testiculo e depositado em caixa com gelo até seu armazenamento a -80°C.

A obten¢do dos ductos epididimarios das regides e tibulos seminiferos foi realizada com a
ajuda de tesoura e bisturis estéreis. Foi coletado um segmento de aproximadamente 5 mm de
espessura dos ductos epididimarios de cada regi@o. Sobre uma placa de Petri estéril, os
segmentos foram lavados trés vezes com PBS 1X e, em seguida, armazenados em tubos de 1,5
mL livres de RNA a -80°C. No caso do testiculo, para a coleta dos tibulos seminiferos, foi
realizado a partir do parénquima testicular. De forma semelhante, foi cortado um segmento de
Smm, que foi lavado trés vezes com PBS 1X sobre uma placa de Petri estéril e, posteriormente,
armazenado em tubo de 1,5 mL livre de RNA a -80°C. Estas amostras foram destinadas para a

analise de PCR.

4.2.1. Processamento de fluido epididimario e fluido testicular

O fluido testicular e os fluidos epididimarios de cada regido foram centrifugados a (600g por
10 mn a 4°C) para separar o fluido (sobrenadante) dos espermatozoides (pellet). Do

sobrenadante foram isoladas as vesiculas extracelulares (VEs) protocolo detalhado abaixo.

4.2.2. Isolamento de Vesiculas Extracelulares (VEs)

Foi utilizado o protocolo de isolamento de vesiculas extracelulares de ALVES e outros (2021)
O sobrenadante foi centrifugado a (4000 g por 20 min 4°C) duas vezes para a retirada de debris
e uma centrifugacdo adicional (16500 g por 30 min 4°C) para obter as vesiculas extracelulares
grandes; depois datltima centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para

posterior isolamentos das VEs.

Antes de continuar com o isolamento das VEs por ultracentrifugacio, ¢é importante salientar
que o PBS utilizado estava a temperatura ambiente e trés vezes filtrado, e que para todos os

processos de filtracio mencionados foi utilizado a mesma medida do filtro (0,20 pL).

As amostras (sobrenadante) foram descongeladas sobre gelo e foi filtrado de forma consecutiva
500 uL. de PBS 1X, 500 pL. de sobrenadante (amostra) e 1500 uL. de PBS 1X e colocados em
tubos estéreis de ultracentrifugacdo. Foi entdo realizada uma ultracentrifuga¢do (120000g por
70 min a 4°C). Depois o sobrenadante foi descartado, e foi agregado 2500 L. de PBS 1X para
uma segunda ultracentrifugacdo nas mesmas condicOes € novamente o sobrenadante foi

descartado e o pellet foi ressuspenso em 70 ul. de PBS1X. O volume final foi distribuido da
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seguinte forma para posteriores analises, 10 pL. destinados para os analises de rastreamento de

nanoparticula (NTA) e 60 pLL para extracio de RNA (armazenados -80°C).

4.3. Caracterizacio de Vesiculas Extracelulares

A caracterizacdo das VEs provenientes de fluido epididimario e fluido testicular foi realizada
por meio das andlises morfologicas e o nimero de amostras utilizado por metodologia é
mencionado a seguir. Para as andlises de microscopia eletronica de transmissao (MET) (N° =1
par de testiculo), a Citometria de fluxo para identificacdo da presenca mediante marcadores de
VEs (CD81, Alix e Syntenin) (trés pares de testiculo), e para a determinagdo do tamanho e
concentracao das particulas foi feita por meio de Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas
(NTA) (sete pares de testiculos), técnicas e parametros sugeridos pela Sociedade Internacional

de Vesiculas Extracelulares (ISEV) (WELSH et al., 2023).
4.3.1. Microscopia eletronica de transmissao

O protocolo para o processamento das amostras no microscopio eletronico de transmissdao foi
o utilizado pelo Laboratorio Multiusudrio de Microscopia Eletronica do Departamento de
Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sado Paulo e pelo Laboratério de Biologia de Reproducdo do ICBIM/Universidade Federal de
Uberlandia. Para isso foi feito um pull das VEs isoladas conforme foi descrito anteriormente,
para cada porcao epididimal e testicular. Para a fixacdo das amostras, o pellet foi ressuspenso
em 200 pL de solucdo fixadora composta por glutaraldeido a 4%, paraformaldeido a 6,25% em
tampdo cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2 - 7,4) e mantido por 2 h a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 2 mL de PBS para realizar uma nova ultracentrifugagao a 119700g
por 70 min a 4 °C, com o objetivo de remover a solucdo fixadora. Os pellets resultantes da
ultracentrifugacdo foram ressuspenso em 70 puL. de PBS e armazenado (3 -4 °C) até a anilise
posterior. Antes da observacdo no microscOpio eletronico, cada amostra foi colocada em uma
grade de cobre revestida por FORMIVAR® e mantida por 5 min para a evapora¢do do excesso
de PBS. Em seguida, foi adicionada uma gota de acetato de uranila 2%, durante 3 minutos. O
excesso foi removido com papel filtro tmido antes da leitura das amostras no microscopio como
€ descrito por Luo (2021), logo as VEs foram documentadas fotograficamente no Microscopio

Eletronico de Transmissao (JEOL 100 CX II, BioCell) (Hitachi HT 7700, Tokio, Japan).
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4.3.2. Analise de rastreamento de nanoparticula (NTA)

Para a andlise de rastreamento de nanoparticula, as amostras foram avaliadas de forma
individual por regido, com os 10 L. destinados para o NTA que foram obtidos do isolamento
de VEs de cada regi@do do epididimo e testiculo. Foram utilizadas diluicdes seriadas com PBS
1X, comecando com 10:1000 (diluicao 100x). Por serem amostras heterogéneas entre as regioes
no conteido de VEs, foi feita mais diluicGes até obter uma visualizacdo adequada (20 - 80
particulas/frame). O critério de andlise das amostras foi quanto ao tamanho e concentragdo das
particulas por meio do equipamento NanoSight (NS300; NTA 3.1 Build 3.1.45; Malvern
Panalytical, UK). Foram adquiridos 5 videos de 30s para cada amostra, capturados pela camera

sCMOS com configuragdo de nivel 13 e um “threshold” de 5, enquanto a temperatura foi

mantida a 38,5 °C.

4.3.3. Citometria de Fluxo

Para a realizagdao da citometria de fluxo, VEs foram isoladas de 500 pL. de amostra; apds a
dltima centrifugacdo o pellet foi ressuspenso em 70 uL de PBS 1X conforme foi descrito
anteriormente. Logo apods, foi feito um pool por regiio de cada par de testiculo. Antes de
comecar com a incubag¢do dos anticorpos para a citometria de fluxo, foi realizada centrifugagcao
a 20000 g, por 30 min a 4 °C, para a sedimentacdo de qualquer particula que pudesse interferir
na andlise. A amostra de cada regido (cabeca, corpo, cauda e testiculo) contendo vesiculas,
foram divididas entre os marcadores positivos e negativo, e foram incubadas com os anticorpos

conjugados como € mencionada embaixo.

Primeiramente todos os grupos das amostras de VEs foram preparadas num volume de 20 L
com PBS (1:1 v/v) para ser incubadas com anticorpos. O anticorpo marcador de superficie de
VEs foi o anticorpo primario monoclonal de camundongo CDS81-PE (Abcam, 81436) (1:220 v/v)

incubado por 2 h no agitador. Para a detec¢do de proteinas intracitoplasmaticas, foi realizada a

oo/

permeabilizacdo de membrana das VEs utilizando Triton 0,001% (1:1 v/v) por 15 min
temperatura ambiente, logo foi agregado 30 pyl. PBS para parar a reacdo. Apds a
permeabilizagdo se seguiu com as incubagdes de anticorpos. O segundo anticorpo de VEs foi o
anticorpo  monoclonal mouse IgGix conjugado com phycoerythrin  Alx-PE  1A12
(Biotechnology, sc-53540 PE) (1:50 v/v) incubado durante 60 min no agitador. Um terceiro
anticorpo positivo de VEs foi o anticorpo o primiario mouse monoclonal IgG2.k Syntenin-1 (C-
3) (Biotechnology, 515538), e apds da permeabilizacdo foi adicionado o anticorpo secundério

goat anti-mouse Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) 100 uL (diluido
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1:22000) e incubado por 90 min. Apds isso, foi necessario comprovar que as VEs ndo tinham
contaminacdo celular. Entdo, espermatozoides e VEs foram submetidos a permeabilizacdo, e
foram incubadas com um marcador de mitocondria, sendo o anticorpo primdrio mouse
monoclonal IgG2a Tom20 (F-10) (Biotechnology, sc-17764) (1:100 v/v) por 60 min, logo foi
agregado o anticorpo secundéario goat anti-mouse Alexa FluorTM 488 (Invitrogen by Thermo

Fisher Scientific) 100 pL (diluido 1:2000 v/v) e incubado por 90 min no agitador.

As amostras foram analisadas com o equipamento de Citometria de Fluxo Cytoflex (Beckman
Coulter, USA), equipado com um laser violeta (405 nm), azul (488 nm). O citdmetro foi
cofigurado para o detetor “laser violet” para a coleta da dispersdo lateral (VSSC). O limite de
VSSC foi ajustado de acordo com as recomendagdes para as beads de tamanho (100 a 300 nm).
Para detectar nanoparticulas conforme o comprimento de onda do fluor6foro conjugado com o
anticorpo, fluorescéncia do isotiocianato de fluoresceina (FITC) e da ficoeritrina (PE), foram
usados os filtros de 525/40 nm e 585/42 nm, respectivamente. O “‘gate” foi determmado com

base no controle negativo de cada anticorpo (PBS+ anticorpo).

4.4. Purificacio de Espermatozoides das diferentes regioes e testiculo

As suspensdes de células obtidas a partir de cada fluido epididimdrio e testiculo foram
centrifugadas a 600 g por 10 min a 4°C e o pellet foi tratado para purificacio com um tampao

de lises de células somaticas obtendo s espermatozoides, como € descrito em baixo.
4.4.1. Lises de Células Somaticas

O pellet foi ressuspenso em 3 mL de tampao de lises de células sométicas (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. As misturas foram entdo centrifugadas a 1400 g por 10 minutos e o pellet ressuspenso em
3 mL de PBS e novamente centrifugado nas mesmas condigdes. Nessa etapa foram repetidas
mais duas vezes para retirada das células sométicas lisadas e posteriormente foi feita a coloragao
pandtica rapida (LABORCLIN, Brasil) de cada amostra para corroborar auséncia de cé€lulas
somiticas apoOs o tratamento com o tampao de lises, e o pellet de espermatozoides foram

armazenados a -80°C.
4.5. Extracao de RNA de Vesiculas Extracelulares, Espermatozoides e Tecido

As extracOes de RNA foram feitas da seguinte forma: 750 pL de TRIZOL® LS Reagent

(Qiagen Science, Maryland, USA) foram agregados por amostra e logo agitado em vortex
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vigorosamente até o pellet celular sumir. As amostras ficaram em repouso 5 min em
temperatura ambiente. Foi adicionado 200 pL de cloroférmio e misturado com vortex e
novamente em repouso em temperatura ambiente por 3 min. Apds, foi realizada uma
centrifugacdo por 12000 g por 15 mmnutos a 4 °C, a fase aquosa transparente foi transferida para
um novo tubo Livre de RNAsa e adicionado 1,33 pL de glycoblue (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Lituania) e misturado bem; logo foi acrescentado 500 pL de isopropanol, misturado
e estocado a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram armazenadas
a-20 °C por 30 min. Apos isso, as amostras foram centrifugadas a 20000 g por 30 min a 4 °C,
e entdo foi removido o sobrenadante e lavado o pellet com 1 mL de alcool 75% preparado na
hora, seguido de uma centrifugacio a 12000 g por 5 min a 4°C. Este dltimo processo foi
repetido, duas vezes. Foi retirado o alcool e o pellet ressuspendido em 10 uL de dgua ultrapura
livre de RNAse. E finalmente as qualidades das extracdes de RNA das amostras foram
mensuradas no NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Massachussets, EUA); foi considerado

a quantidade de RNA total em um ng/uLL com relacdo de 260/280 da absorbancia.

4.6. Deteccaode miR-425-5p em vesiculas extracelulares, espermatozoides e tecido

das diferentes regioes de epididimo e testiculo

ApOs da extragdo de RNAs totais todas as amostras foram tratadas com DNAse (Invitro gen,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA), sendo considerada uma ou meia reacdo de DNAse
de acordo com a rendimentos de RNA totais de cada amostra. A relacio de DNAse utilizado
foi considerado de acordo com as indicacdes do protocolo do fabricante, ou seja, uma reagdo
de DNAse trata 1000 ng de RNA. Seguidamente foi realizada a sinteses do cDNA mediante o
uso do kit Norgen (NORGEN BIOTEK CORP, Canada); seguiu-se o protocolo estabelecido
pelo fabricante para a sinteses de cDNA. A sinteses de cDNA foi feita a partir de 200 ng de
RNAs por amostra, logo foram adicionados SuL de 2x Reaction Mix; 0,5uL de microScript
mictoRNA Enzyme Mix e; 4,5 de RNA diluido em Nuclease-Free Water contendo 200 ng de
RNA, resultando num volume final de 10 pl. por amostra, as quais foram incubadas no
termociclador ProFlex™ Base (Applied Biosystems, Life Technologies, Singapure) nas
seguintes condi¢des: 37°C durante 30 min, 50°C durante 30 min, 70°C durante 15 min e
finalmente 4°C para manter as amostras estavel dentro do equipamento. ApOs ter feito o cDNA,
as amostras foram armazenadas a -20°C para evitar as possiveis degradagdes, até o posterior

processamento.
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4.6.1. Reacido em Cadeia da Polimerase (RT-qPCR)

Antes de comecar o analise as amostras de cDNAs foram diluidas numa concentracdo de 5:10
com agua livre de RNAse, para diminuir o erro no momento do pipetagem. Para a anilise de
RT-gqPCR, com a fnalidade de detectar o mRNA alvo bta-miR-425-5p, foram utilizados
primers especificos para o miRNA alvo e trés controles enddgenos RNT43 snoRNA, Hm/Ms/Rt
T1 snRNA e bta-miR-99b. A concentracdo de trabalho utilizado de cada primer foram de 10
uM. Foi preparado um Mix com 3 pLL Syber GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison,
USA) e 1 pL Universal PCR Reverse Primer (NORGEN BIOTEK CORP., Canada) e
armazenado no gelo. O calculo do volume total de uso do Mix, foi de acordo ao nimero de
amostras trabalhadas, e considerando o volume de reacdo por amostra como indica o protocolo
do fabricante. Apds, foi preparada e identificada uma placa de PCR de 384 pogos, e com ajuda
de uma pipeta multicanal, foram pipetados 1 pL das amostras, 1 pL. dos primers especificos
para o mRNA alvo e os controles endogenos por cada poco. Com a pipeta manual foram
agregados 4 plL. do Mix para cada poco, obtendo no final um volume de 6 pL por poco numa
reacdo completa. ApOs isso, a placa foi coberta com folha plistica transparente e colocada no
equipamento de PCR em tempo real QuantStudio™ 6Flex (Thermo Fisher Scientific,
Califérnia, EUA). O protocolo de PCR seguiu a configuracdo do “template”: uma incubagio
inicial de 95°C durante 5 min (Hold stage), seguida por 45 ciclos de incubacdo de 95°C durante
10 seg, apds 60°C durante 30 seg, e por fim 70°C durante 30 seg (PCR stage) e no final 95°C
durante 15 seg, 60°C durante 1min, 95°C durantel5 seg (Melt Curve Stage). S6 foram
considerados como miRNAs detectados quando a curva de amplificagdo teve iicio antes do

ciclo 37.

4.7. Analise estatistica

Para as andlises estatisticas e graficos de imagens foi utilizado o programa GraphPad Prism
(versdo 8.0.1.; GraphPad Software, San Diego, CA). Os dados foram previamente submetidos
a avaliacdes das premissas estatisticas pelo teste de Shapiro-Wik para comprovar a
normalidade dos dados, também conseguiu-se identificar valores atipicos nos dados e foram
excluidos para garantir a validade e a precisao das andlises subsequentes. O teste estatistico
utilizado foi o test de Tukey - ANOVA para amostras com distribuicdo paramétrica, de acordo
com a distribuicdo dos dados. Quando ndo mencionado, o nivel de significincia considerado

foi P <0,05. Para as anilises moleculares, os dados de qPCR, foram analisados e foi selecionado
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o melhor rendimento registrado do controle end6geno, considerando o Desvio Padrdo. A partir
disso, os dados de qPCR foram normalizados e calculado ACt com o controle endégeno

selecionado para assegurar a comparabilidade dos resultados. Esse procedimento permitiu
minimizar a variabilidade entre as amostras e garantir uma comparacdo adequada entre os

diferentes grupos de estudo. Apoés, os dados normalizados foram transformados com 24-C'para

a visualizacdo dos resultados e geracdo de graficos.

5. RESULTADOS
5.1. bta-miR-425-5p é expresso nos tibulos seminiferos e regioes epididimarias

Para compreender a expressao do bta-miR-425-5p no trato reprodutivo testiculo-epididimo,
primeiramente avaliamos a expressdo de bta-miR-425-5p nas regides onde se origina a
expressdo, ou seja, os tibulos seminiferos e regides epididimarias: cabeca, corpo e cauda.
Por¢des de tecido foram submetidas para extracdo de miRNAs e analises de expressdo génica
mediante RT-qPCR. A expressdao génica de bta-miR-425-5p desde os tibulos seminiferos e
regides do epididimo demostraram ndo ter diferencas significativas entre cada porcdo, mas o

bta-miR-425-5p € expresso em todo esse trajeto (Figura 5).
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Figura 5. Grifico demostrando a expressdo génica de bta-miR-425-5p nos tibulos seminiferos
(ST) e ductos epididimarios (ED) das regides cabeca, corpo e cauda. Os dados da expressdao

foram normalizados e transformados com bta-miR-99b como controle enddgeno, teste de

Tukey -ANOVA.

5.2.  Presenca do bta-miR-425-5p nas VEs

Antes de avaliar a expressao do bta-miR-425-5p nas VEs provenientes do tibulo seminifero e
regioes de ductos epididimarios, foi necessario avaliar a caracterizacdo das VEs e conhecer sua

distribuicdo em todo o trajeto do complexo testiculo-epididimo, para compreender a expressao

biologica do mRNA alvo.

5.2.1. Caracterizacdo de vesiculas extracelulares (VEs)

Para determinar a presenga de VEs no fluido testicular e das por¢des do epididimo, utilizamos
o MET, NTA e citometria de fluxo como métodos de caracterizacdo de VEs. Entdo mediante a
MET foi possivel notar a presenca de estruturas em formato de “cup-shaped” ou redondas com
centros concavos, identificados como vesiculas extracelulares ou exossomos do testiculo e das
porcoes epididimarias (Figura 6) representacio da morfologia de VEs: A) VE do fluido
testicular B) VE da cabec¢a do epididimo C) VE do corpo do epididimo D) VE da cauda do
epididimo. Com o NTA foi possivel obter o valor da concentracdo (eixo Y = particulas/mL) e
tamanho (eixo X =nm) das VEs, por cada por¢do avaliada (Figura 7). Os marcadores positivos
de VEs: Syntenin, Alix e CDS81 corroboraram a presenca de VEs. Observou-se um maior
numero de eventos por ul. em comparagdo com o controle negativo (PBS+ anticorpo),
indicando um aumento na intensidade da fluorescéncia, o que revela presenca de VEs (Figuras
8, 9,10). Além disso, foi corroborada a auséncia de contaminacdo celular mediante o marcador
de mitocondria TOM 20 nas VEs isoladas, onde o nimero de eventos por microlitro € proximo
ao controle (PBS + anticorpo). O controle positivo utilizado para TOM 20 foram

espermatozoides (Figura 11).
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do fluido testicular B) VE da cabeca do epididimo C) VE do corpo do epididimo D) VE da

cauda do epididimo. As setas em branco apontam a estrutura da VE. As barras de escala t€m

200 nm. (microscopio JEOL 100 CX II)



41

| e r
- g
}'
i ¥
i &
K Po
"1 g
. g
i i
.| 3
5: :

== .

VEsdoTesbculo

Figura 7. Distribuicdo do didmetro por concentracdo das vesiculas extracelulares (VEs) que
foram isoladas a partr do fluido testicular e as regides do epididimo mediante a
ultracentrifugacdo, avaliadas por Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA). A
concentracdo de VEs € representada no eixe mediante (Particulas/mL) e o tamanho das VEs é

representado no eixe X em nandmetro (nm).
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Figura 8. Caracterizacdo de vesiculas extracelulares (VEs) isoladas do epididimo e testiculo.

Citometria de fluxo para identificar o marcador Syntenin, nimeros de eventos positivos/uL para
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o marcador de vesicula

usado foi de 50 pL.
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extracelulares (VEs) isoladas do epididimo e testiculo.

Citometria de fluxo para identificar o marcador CD81, niimeros de eventos positivos/uL. para

o marcador de vesicula usado, em comparacdo com o controle negativo. O volume de amostra

usado foi de 50 pL.
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Figura 10. Caracterizacdo de vesiculas extracelulares (VEs) isoladas do epididimo e testiculo.
Citometria de fluxo para identificar o marcador ALIX, nimeros de eventos positivos/uL. para

o marcador de vesicula usado, em compara¢do com o controle negativo. O volume de amostra

usado foi de 50 pL.
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Figura 11. Citometria de fluxo: verificagdo da auséncia de células nas vesiculas extracelulares
isoladas de  diferentes regioes (testiculo, cabeca, corpo e  cauda).
A) Os graficos representam os eventos marcados com TOM 20 presentes dentro de uma
populacdo  selecionada, em comparagdio com o controle (PBS + anticorpo).

B) Controle positivo de TOM 20: foram utilizadas células esperméticas.

5.2.2. Nao existemdiferencas na concentracio e tamanho de vesiculas

extracelulares no complexo testiculo-epididimo esquerdo e direito

Para saber se existe diferenca dentro do par de testiculos, foi avaliado o volume testicular por
2
meio da equag@o proposta por Bailey e outros. (1998) V = %x T X % X é , onde C representa

o comprimento do testiculo e L € a largura do testiculo. O t-test de Student para amostras
independentes revelou ndo ter diferencas no tamanho volumétrico dentro do par do testic ulo

(testiculo direito e testiculo esquerdo) (Figura 12). Além disso foi feita a andlise de interacdo
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entre a classificacdo do testiculo A e B com os dados obtidos da concentracdo e do tamanho de
vesiculas extracelulares obtidas pelo NTA. O test Sidak para comparacdo de multiplex fatores,
revelou ndo ter diferenca significativas entre a concentracdo e tamanho das VEs entre o par de
testiculo. Esses resultados demostram que cada testiculo A e B pode considerar-se como uma

réplica para as seguintes andlises (Figuras 13:a -b).
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Figura 12. Representacdo da média e desvio padrio do volumem testicular, onde as letras

representam: A (direito) e B (esquerdo). t-student teste: P-value = 0,0694, (N =5 testiculos).
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b) Correlagao entre o volume testicular e tamanho da
vesicula extracelular
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Figura 13. Analise de interacdo, teste Sidak para comparacdo de multiplex fatores: a)
Correlagdo entre volume testicular e concentragdo de vesiculas extracelulares. b) Correlagao
entre o volume testicular e o tamanho das vesiculas extracelulares. A = testiculos direito e B =

testiculo esquerdo.

5.2.3. Diminuicado no tamanho e na concentracao de vesiculas extracelulares nos

locais de formaciao e maturacio espermatica

Para compreender a riqueza de vesiculas extracelulares do fluido testicular e das regides
epididimarias, mediante a Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) foram obtidos
valores de tamanhos e concentragdo de VEs provenientes de 14 amostras. Foi calculado a média
das Modas do tamanho das VEs obtido pelo NTA, obtendo um valor conhecido do tamanho de
VEs por regiao. O test Dunn de comparacdo multiplex revelou diferengas significativas de VEs
entre os grupos. As VEs de maior tamanho se encontram no fluido testicular, sendo diferentes
significativamente com VEs das regides mais distais do epididimo (corpo e cauda); as VEs da
cabeca ndo foram significativamente diferentes em tamanho com as VEs do testiculo, mas
diferentes significativamente com VEs mais distais do epididimo (cauda), ndo tendo diferencgas
significativas com VEs do corpo; na cauda encontra-se VEs de menor tamanho (Figura 14). A
mesma andlise foi feita para avaliacdes da concentracdo de VEs, o test de comparacdo multip le x

de Tukey demostrou a diferenca significativa em concentracdo de VEs no testiculo em
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comparacdo com todas as regides do epididimo. Em resumo, as VEs tiveram um padrdo
decrescente no tamanho desde o testiculo até a regido distal do epididimo e o fluido testicular

tem alta concentracdo de VEs (Figura 15).
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Figura 14. Diferencas do tamanho entre as VEs do testiculo e regides epididimirias. Média do
tamanho (nm) de VEs (X: testiculo= 161,2 cabeca = 146,7 corpo = 136,8 cauda = 120,2), teste
de Kruskal - Wallis.
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Concentragao de VEs
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Figura 15. Diferencas da concentracdo entre as VEs do testiculo e regides epididimarias. Media
da concentracdo de VEs (X: testiculo = 16,145x10'° cabega = 1,68x10'° corpo = 1,0335x1010
cauda = 2,0657x10'° particulas/mL), teste Tukey - ANOVA.

5.2.4. As VEs da cauda epididimal contém maiores niveis de expressao de bta-miR-
425-5p

Apés as avaliacdes de caracterizacdo de VEs, finalmente seguiu-se com a expressdao de bta-
miR-425-5p mediante a RT-qPCR nas VEs que foram isoladas do fluido testicular e fluido
epididimal das regides cabeca, corpo, cauda. A analise estadistica test de Tukey - ANOVA
demonstrou uma diferenca significativa de expressdo de bta-miR-425-5p nas VEs provenientes

da cauda do epididimo, sendo o maior local de expressdo de bta-miR-425-5p nas VEs (Figura
16).
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Figura 16. Expressdo génica de bta-miR-425-5p nos VEs de fluido testicular e das diferentes
regioes do fluido epididimal (cabeca, corpo e cauda). Os dados da expressio foram

normalizados e transformados com bta-miR-99b como controle endégeno. P < 0,0001 o teste

utilizado foi Tukey — ANOVA.

5.3. bta-miR-425-5p é diferencialmente expresso nos espermatozoides do
epididimo
Foram isolados espermatozoides provenientes do fluido testicular e das regides do cabeca,
corpo e cauda epididimal. Conhecendo a origem de coleta do material biologico, foi necessario
corroborar a auséncia de células somaticas aplicando protocolos de tampao de lises de células
somiticas (SCLB), para assegurar que a expressao de bta-miR-425-5p seja unicamente do
espermatozoide e ndo assim de outro tipo celular. Na (Figura 17) se evidencia a presenca e
auséncia de células somdticas antes e apOs o tratamento com o tampdo de lise de células
sométicas. Entdo foi obtida o nimero da média de células somaticas e espermatozoides de cinco
campos, e foi expressa em (%), num microscopio de campo claro. Demostrando que mediante
o tratamento com o tampdo de lise se conseguiu eliminar as células sométicas residuais,
conseguindo um pellet limpo contendo s6 a maior populacdo de espermatozoides (Tabela 1).
Alm disso, com o uso de microscopia eletronica de transmissdo, foi corroborado a auséncia de

VEs nos espermatozoides isolados e tratados com o tampao de lises para assegurar a extragao
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de RNA unicamente das células espermaticas e ndo de VEs. A auséncia de VEs extracelulares

apos o tratamento com tampao de lise de células somaticas estd demonstrado na Figura 18.

Tabela 1. Porcentagem de células somiticas antes e apds do tratamento com o tampao de lises

Presencga de células somaticas por regidao (%)

Sem lise (%)

Com lise (%)

Testis 37,09 20,16
Cabeca 1,37 0,00
Corpo 4,46 0,11
Cauda 0,41 0,11
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Antes Apos

Figura 17. Coloragdo pandtica ripida feita em esfregacos de espermatozoides antes e apds
passarem pelo processo de lises de células soméaticas. Testiculo (a —b), cabeca (c —d), corpo (e
—f) e cauda (g — h). Seta branca (célula germinativa), seta preta (célula somdtica) e seta

vermelha (espermatozoide). Imagens observadas na objetiva de X40.
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Figura 18. Microscopia Eletronica de Transmissdo das amostras tratadas com tampao de lises

de células somaticas (SCLB). Fila esquerda: amostras antes de ser tratadas com SCLB e fila
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direita: amostras apds o tratamento com SCLB. (A, B) Testiculo, (C, D) Cabeca epididimo, (E,
F) Corpo epididimo, (G, H) Cauda epididimo. Setas vermelhas indicam as vesiculas

extracelulares visualizadas pela MET, (microscépio Hitachi HT 7700).

Finalmente, foi feita a quantificacio de bta-miR-425-5p mediante RT-qPCR nos
espermatozoides isolados do testiculo, cabeca, corpo e cauda do epididimo. Estatisticamente a
expressao de bta-miR-425-5p nos espermatozoides do testiculo ndo ocorreu, e a quantificacao
de bta-miR-425-5p nos espermatozoides do cabeca foram maiores que os espermatozoides do
corpo. Os espermatozoides do corpo tiveram a menor quantificacio de bta-miR-425-5p em
comparacdo com espermatozoides do cabeca e cauda. E espermatozoides da cauda tiveram a
maior quantificacdo de bta-miR-425-5p em comparacdo com os espermatozoides do testiculo,
cabeca e corpo. Estes resultados revelaram flutuagdes da quantificacdo do bta-miR-425-5p nos

espermatozoides durante sua formacido e no processo de maturacdo esperméitica (Figura 19).
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Figura 19. Quantificacdo do bta-miR-425-5p em espermatozoides isolados do testiculo e
regides do epididimo (cabeca, corpo e cauda). Os dados da expressdo foram normalizados e
transformados com Hn/Ms/Rt TI1snRNA como controle endogeno, o teste utilizado foi Tukey
- ANOVA.



53

6. DISCUSSAO

Se sabe que durante a passagem pelo trato reprodutivo masculino, os espermatozoides
atravessam diversas modificacOes estruturais e aquisicdo de moléculas como miRNAs, para ser
entregue ao ovocito (BARRACHINA et al, 2022). Os mRNAs sdo moléculas pequenas
capazes de modular a expressao génica, devido a sua capacidade de regulacio de mRNAs
(BOFILL-DE ROS; VANG @JROM, 2024). Anteriormente, bta-miR-425-5p encontrados nos
espermatozoides ejaculados de touros, foi sugerido como um possivel regulador da proliferagao
celular no desenvolvimento embrionirio inicial in vitro (DE SOUZA, 2019).
Surpreendentemente existe abundante bibliografia que mostra o papel regulador deste miRN A
na proliferacdo celular de células cancerigenas (YAN et al, 2017; CHEN et al., 2017; ZHANG
et al., 2017; FANG et al., 2017; LU et al., 2019; LIU et al., 2020; RODE et al., 2021; WU et
al, 2021; WU et al, 2022). Cenarios semelhantes, o desenvolvimento embrionirio micial e
células cancerigenas sdo situacOes de marcada proliferacdo celular, no qual bta-miR-425-5p
poderia ser o principal agente regulador destes eventos bioldgicos. Neste trabalho sugerimos a
aquisicdo do bta-miR-425-5p nos espermatozoides durante sua passagem pelo duto

epididimirio no processo de maturacdo espermatica.

Primeiramente, para a expressio gé€nica de bta-miR-425-5p, foram coletados e lavados os
tibulos seminiferos e ductos epididimérios, pararetirar os espermatozoides contidos no interior.
No entanto, sempre consideramos a possibilidade de que possam ter permanecido restos de
espermatozoides que ndo foram eliminados. Embora, quando comparamos a quantidade de
RNA obtido de células somaticas de tecido com RNA de espermatozoides, a quantidade de
RNA ¢é 10 vezes mais abundante nas células somdtica que nas germinativas, portanto,
acreditamos que ndo poderia ser um problema para as andlises de expressdao no tecido.
Continuando com a analise, os tibulos semmiferos e ductos epididimérios das regides: cabeca,
corpo e cauda, apresentaram expressdo do bta-miR-425-5p, mas ndo foi observada expressao
com diferenca significativa entre as porgdes avaliadas. A presencia de bta-miR-425-5p foi
registrada no tecido testicular de Wandong bull mediante sequenciamento e confirmada por
RT-qPCR (LIU et al., 2022). Também se notou sua presenca nas regides do epididimo do
camundongo e humano mediante sequenciamento, contendo maiores niveis de expressdo nas
células do cabeca do epididimo em camundongo, embora o valor de FDR (False Discovery
Rate) foram maiores a 0,05. (NIXON et al., 2015). Além disso, a presenca de bta-miR-425-5p
foi relacionada com genes envolvidos na espermatogénese testicular (LIU et al, 2022). Por

outro lado, a expressao de miRNAs em geral no ducto epididimirio € mais complexa de
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compreender, devido as funcionalidades de cada regido. MiRNAs expressos diferencialmente
na regido do cabega, corpo e cauda sdo muito poucos, como demonstrado para o miR-425-5p
que ndo € expresso diferencialmente em camundongos (NIXON et al., 2015). A expressdo em
seu conjunto de mRNAs no epididimo, tem um padrio heterogéneo entre as regides, como foi
demostrado em tecido e in-vitro (BROWNE et al., 2018). Essas flutuacdes sdo conhecidas com
“upregulation” e “downregulation” de tal forma que a expressdo de genes alvos dos miRNAs ¢é
afetada e diferentemente para cada regi@do do epididimo em Cattleyak (CY) um hibrido de
bovino e Yak (ZHAO et al, 2021). Entdo particularmente bta-miR-425-5p se encontrou
expresso no tecido de tibulos seminiferos, cabeca, corpo e cauda do epididimo, com valores
extremos dentro de cada regi@do avaliada, confrmando o comportamento de expressao

heterogénea no tecido.

Para avaliar a expressao (quantidade) de bta-miR-425-5p nas VEs isoladas do fluido testicular
e o fluido de cada regido epididimaria, foi feita a coleta dos fluidos mediante dissecacdo e
imersdo do tecido no PBS. Este tipo de coleta nao permite separar VEs proveniente de diferentes
tipos celulares, mas € um método utilizado para avaliar VEs para cada por¢cdo do epididimo
(BELLEANNEE et al, 2013). Quando se quer avaliar s6 VEs da regido da cauda epididimal é
possivel ter uma selecio de VEs mediante a coleta por fluxo retrégrado (BELLEANNEE et al.,
2010). Neste trabalho foi conveniente de acordo com nossos objetivos, utilizar a coleta por
dissecacdo e imersdo, para obtencdo de VEs das diferentes porcdes. Entdo, as VEs foram
isoladas e logo caracterizadas mediante NTA, MET e citometria de fluxo. As técnicas de
caracterizacdo utilizadas demostram com sucesso o isolamento de VEs das diferentes porg¢des,
como foi demostrado (FRANCHI et al, 2016). Além disso, foi feita uma comparacdo de
concentracdo e tamanho de VEs nas diferentes por¢des, para compreender melhor a dinimica
das VEs no testiculo e epididimo. Estes resultados demostraram que no fluido testicular existe
maior concentracdo e tamanho de VEs em comparacdo com VEs das regioes epididimarias.
Provavelmente, isso esteja relacionado pela funcdo biologica que acontece nos testiculos, local
de formacdo e geracdo dos espermatozoides, portanto, alberga um nicho de complexos celulares
qual permanecem em atividades de diferenciacdo e comunicacdo celular, interagindo mediante
contato direto de célula a célula, fatores secretados por células e transferéncia intercelular que
sdo as VEs (MA et al., 2023). Devido a intensa atividade celular no testiculo, a comunicacao
celular deve ser coordenada e seletiva, como demostrado por (CHOY et al., 2022). Quando as
VEs sdo de origem testicular existe 6tima afinidade de captacdo das VEs pelas espermatogonias,

células de Sertoli e espermatozoides, o que ndao acontece com VEs de origem diferente. Visto
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que a comunicacdo € particularmente seletiva, as VEs sdo mediadoras desta comunica¢do. VEs
de células de Sertoli contém miRNAs envolvidos no ciclo celular e reparo do DNA (TAN et
al, 2022) e também sdo mediadores da proliferacio e diferenciacdo de células tronco
espermatogonial (WANG et al., 2023). Entdo, a alta concentracdo de VEs € necessaria para uma
comunicagdo acertada entre as células que compdem o epitélio germinativo logrando acontecer

processos de espermatogéneses com Sucesso.

No trajeto do duto epididimario as VEs dimnuem em tamanho desde o cabeca, corpo até a
cauda. Quanto a concentracdo, ndo foi observada diferencas significativas entre as regides.
Quando falamos da concentracdo e tamanho de VEs, faz referéncia a producdo das VEs pelas
células epiteliais. Entdo, a producdo de VEs ¢é definida pela distribuicio das células que
compdem o epit€lio epididimario: células claras (CC), principais (CP) e basais (CB) (CHEN;
ALVES; BELLEANNEE, 2021; BATTISTONE et al, 2019 e 2023). Além disso, existem
subtipos de populacdes de CP e CC, que podem tornar o ambiente luminal unico em cada regido
epididimal (RINALDI et al., 2020). Inclusive o conteido das VEs pode se tornar diferentes para
cada regido (BROWNE et al, 2018; BARRACHINA et al, 2022), fornecendo ambientes
luminais de maturacdo (cabega e corpo) e armazenamento (cauda) para os espermatozoides
(NEYROUD et al., 2021). A formacdo de VEs implica trafico de membrana celular, os quais
genes envolvidos foram reportados no epididimo Dab2, Apls3, Arf3, Stx7, Cdc42se2, o que
corrobora a ativa atividade celular de trafico e renovacdo de membrana celular do epitélio
epididimal para a sintese de VEs (FARKAS, 2015). A analise de expressdo genica (quantidade)
nas VEs, demostrou que bta-miR-425-5p se encontra em VEs do testiculo e das regides do
epididimo, embora com maior quantidade significativa para VEs daregido dacauda epididimal.
Nossos resultados coincidlem com outras publicagdes, miR-425-5p tem mais niveis de
expressio nas VEs da cauda que do cabeca epididimal (BELLEANNEE et al, 2013).
Provavelmente a ascendéncia de expressio de VEs contendo bta-miR-425-5p seja para
assegurar a entrega de VEs para os espermatozoides, que permanecem no estado quiescente

nessa regido (FREITAS; VIJAYARAGHAVAN; FARDILHA, 2017).

Quando analisamos a quantificagdo de bta-miR425-5p nos espermatozoides a expressao se
torna mais dindmica e heterogénea. Nos espermatozoides do testiculo ndo foi registrada
expressao relativa de bta-miR-425-5p, sendo a mais baixa entre todas as por¢des avaliadas. As
maiores expressOes foram para espermatozoides do epididimo. Nos espermatozoides da regiao
do cabeca a quantidade relativa do bta-miR-425-5p foi significativamente mais alta que

espermatozoides do corpo, e a quantidade relativa de bta-miR-425-5p nos espermatozoides do
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corpo foram mais baixas que na cabeca e cauda. Finalmente a quantidade relativa de bta-miR-
425-5p dos espermatozoides daregido dacauda tiveram a maior expressdo em comparagdo com
o cabeca e cauda. Similares resultados foram obtidos por (NIXON et al, 2015), mediante
sequenciamento conseguiu maiores expressoes do bta-miR-425-5p nos espermatozoides da
regido da cauda, cabeca e depois corpo. Interessantemente o bta-miR-425-5p também estdao
presentes nos espermatozoides ejaculados (DE SOUZA, 2019; ALVES et al, 2021).
Provavelmente, apds os espermatozoides atravessarem os locais especificos do processo de
maturacdo, eles entram na cauda onde serdo armazenados e estardo submersos em VEs que
contém bta-miR-425-5p. Com o uso do MET se observou interagdo entre VEs e a peca
mtermedidria e cauda dos espermatozoides isolados de cauda do fluido epididimal (Figura 17.
G), demostrando assim uma possivel justificativa do aumento da expressao diferencial de miR-
425-5p nos espermatozoides da cauda, e nos espermatozoides ejaculados, como mencionado

anteriormente.

O comportamento de aumento e diminui¢do na quantidade de miRNAs nas regides € conhecido
como reprogramacdo de RNA durante a maduracdo pds-testicular (SHARMA, 2018 e 2019).
MiRNAs expressos na regido caudal tem genes alvos que estdo particularmente relacionados
com desenvolvimento embrionario (NIXON et al, 2015), atividade de transporte de membrana,
funcdes relacionadas na resposta imune, fertilizacdo, modificacdo de proteinas (WU et al.,
2021). Enquanto miRNAs expressos no cabega, tem genes alvos para transporte de ions,
atividade betaglucoronidase, enriquecimento de jungdes “tight” e adesdo focal; e no corpo com
genes alvos, para fungdes de permeabilidade da membrana plasmatica, motilidade e fertilizacao,
conforme observado nas ovelhas (WU et al., 2021) além de agregacdo exclusiva de proteinas
na membrana de espermatozoides e aquisicio de motilidade (BASKARAN; PANNER;
AGARWAL, 2020).

O comportamento de aumento e diminui¢do, ou melor dito, downregulation e upregulation
dos mRNAs também foi analisado mediante RNAseq, foi demostrado que muitos miRNAs sdo
“upregulated” nas regioes distais do epididimo em contraste com suas regides proximais em

cattleyak (ZHAO etal., 2021; Wang et al., 2022), dados similares com 0S nossos.

Em resumo, a expressdo relativa de bta-miR-425-5p nos espermatozoides aumentou da cabeca
do epididimo até a cauda. No entanto, poderia haver uma maior interacdo entre as VEs e os
espermatozoides, o0 que permitiria e garantria um aumento de bta-miR-425-5p nos
espermatozoides da cauda epididimal (Figura 20). Os resultados indicam que este miRNA ¢é

agregado ao espermatozoide durante o processo de maturagdo poés-testicular, porém seria
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interessante realizar estudos de interagdo entre VE e espermatozoide, para conhecer a origem

celular do bta-miR-425-5p no epitélio, e ver o potencial deste mRNA sobre o desenvolvimento

embrionario.
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Figura 20. Representacdo da expressdo de bta-miR-425-5p no tecido, VEs e espermatozoides.
(Fonte: desenho prépio).
Tabulo seminifero: Maior tamanho e concentracdo de VEs e Expressdao de bta-miR-425-5p em

tibulos seminiferos.
Cabeca: Agregacdo de bta-miR425-5p ao espermatozoide.
Corpo: Decréscimo na expressdo de bta-miR-425-5p no espermatozoide.

Cauda: Maiores niveis de expressdo de bta-miR-425-5p tanto nos espermatozoides quanto nas

VEs.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo foi demonstrado que ndo houve diferencas significativas na expressao de
bta-miR-425-5p em tecido do tibulos seminiferos e ductos epididimirios da cabeca, corpo e

cauda.

As vesiculas extracelulares da regido da cauda apresentam maiores niveis de expressao de bta-

miR-425-5p em comparacdo as outras regidoes do testiculo, cabeca e corpo do epididimo.

Os espermatozoides da cauda do epididimo possuem maior quantidade de bta-miR-425-5p do

que no testiculo, cabeca e cauda do epididimo.
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