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EXPRESSAO DE PROTAMINA 1, 2 E CATSPER 1 EM ESPERMATOZOIDES DE
GARANHOES

RESUMO

A identificacao de genes envolvidos na reproducdo masculina e a avaliacéo de
suas funcbes melhoram a compreensdo sobre as bases moleculares da
espermatogénese, fertilizacdo, qualidade espermética e infertiidade masculina. A
protamina 1 (PRM1) e a protamina 2 (PRM2) se ligam ao DNA espermatico para
produzir uma cromatina altamente condensada, que € necessdria para minimizar o
volume nuclear para melhorar a ergonomia do espermatozoide e para proteger o
material genético. O gene Catsper 1 codifica uma proteina de canal de calcio que é
exclusiva dos espermatozoides e tem um papel vital na motilidade espermatica e na
fertilidade masculina. O objetivo deste trabalho foi analisar a expressao dos genes
PRM1, PRM2 e Catsper 1 no espermatozoide equino e suas relacdes com a qualidade
espermatica e a fertilidade em garanhdes. Foram realizadas coletas de sémen de 18
garanhdes, os quais foram divididos em dois grupos, férteis e subférteis, com base na
taxa de prenhez por ciclo. A concentragdo espermatica foi avaliada em camara de
Neubauer. A analise da integridade fisica da membrana foi realizada utilizando-se
sondas fluorescentes. A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada
por meio do teste hiposmotico. As demais analises foram realizadas através do
Computer Assisted Sperm Analysis AndroVision®. O RNAm foi extraido dos
espermatozoides e a verificagcdo da expressao dos genes PRM1, PRM2 e Catsper 1
foi realizada através da técnica de qPCR. Os resultados demonstram uma maior
expressdo de PRM1 e Catsper 1 no grupo de garanhdes férteis comparado aos
subférteis e ndo ocorreu diferenca na expressdo de PRM2; ndo houve correlacdo da
expressdo de PRM1 e PRM2 com parametros de qualidade espermatica; houve
correlacdo da expressdo de Catsper 1 com morfologia e com parametros de
motilidade. Foi encontrada correlacdo negativa entre a relacdo PRM1/PRM2 e
fertilidade e parametros de motilidade. Concluiu-se que os genes PRM1, e Catsper 1
estdo relacionados com a fertilidade e a qualidade espermética em garanhdes, e

podem servir como marcadores génicos.

Palavras-chave: PRM1, PRM2, Catsper1, fertilidade, equino



PROTAMINE 1, 2 AND CATSPER1: QUALITY INDICATORS OF SPERM
AND FERTILITY IN STALLIONS

Abstract

Several genes are involved in male reproduction and the fertilization cascade
and could serve as fertility markers. ldentifying these genes and assessing their
functions would improve our understanding of the molecular basis of spermatogenesis,
fertilization, sperm quality, and male infertility. The protamine 1 (PRM1) and protamine
2 (PRM2) genes encode PRM1 and PRM2 proteins, which bind to DNA to produce a
highly condensed chromatin, which is required to minimize nuclear volume to improve
sperm ergonomics and to protect genetic material. The Catsper 1 gene encodes a
calcium channel protein that is unique to sperm and plays a vital role in sperm motility
and male fertility. There are few researches about the molecular mechanisms that
affect stallion fertility. The present study aimed to verify the gene expression of PRM1,
PRM2 and Catsper 1 in equine sperm and their relationship with sperm quality and
fertility in stallions. Semen collections of 18 stallions were performed and the stallions
were divided into two groups, fertile and subfertile, based on the pregnancy rate per
cycle. Semen analysis were performed and the mRNA was extracted from sperm.
Gene expression of PRM1, PRM2 and Catsper 1 in the extracted RNA from the sperm
cell was verified by qPCR technique. The results show a higher expression of PRM1
and Catsper 1 in the fertile stallions group and no has difference in PRM2 expression;
there was no correlation between PRM1 and PRM2 expression with sperm quality
parameters; Catsper 1 expression was correlated with morphology and motility
parameters; There was a negative correlation between PRM1 / PRM2 ratio and fertility
and motility parameters. We conclude that PRM1, and Catsper 1 genes can be used

as markers of fertility and sperm quality in stallions.

Key words: PRM1, PRM2, Catsperl, equine, fertility



10

1. INTRODUCAO

A populacdo nacional de equinos é de 5.777.046 animais (IBGE, 2021),
tratando-se da terceira maior do mundo, estando atras apenas dos Estados Unidos e
México (Allan, 2021). O agronegécio brasileiro € uma poténcia reconhecida
internacionalmente, e a equinocultura, por sua vez, € uma importante fonte de renda
e de empregos no pais.

Existe um aumento significativo de publica¢des cientificas nas areas da ciéncia
dos equinos, principalmente nas areas de medicina, reproducdo e sanidade, o que
reflete as tendéncias atuais da industria equina (ALMEIDA; SILVA, 2010). Nas ultimas
guatro décadas houve um grande avanco e grandes descobertas na reproducédo
equina. A maioria dos estudos, na década de 70 e 80 eram essencialmente do animal
como um todo, atualmente os estudos analisam mecanismos celulares do processo
reprodutivo. A nova geracao de pesquisadores de equinos certamente deve ter
conhecimento e habilidade em biologia molecular para fornecer novas informacdes
(SQUIRES, 2009).

O garanhdo representa metade da equacdo da reproducdo; no entanto, o
tempo e o financiamento tém sido consideravelmente menores para avancar na area
da reproducédo de garanhdes, em comparacdo com a reproducéo de éguas (VARNER,;
JOHNSON, 2011). A fertilidade do garanh&o é uma caracteristica economicamente
importante, e a subfertilidade ou a infertilidade em garanhdes reprodutores resulta em
perdas financeiras importantes na industria equina (ROSER,2011).

As analises atuais de sémen sdo maneiras Uteis de prever a qualidade do
espermatozoide e da fertilidade do garanhdo. Para complementa-los, ensaios
moleculares tém sido desenvolvidos (ING et al., 2018). Estudos em humanos
revelaram um grande nimero de genes que podem estar envolvidos nos mecanismos
de reproducdo masculina e na cascata de fertilizacdo, e que poderiam servir como
marcadores de fertilidade (OSTERMEIER et al., 2005; AOKI et al., 2006; DAS et al.,
2010). No entanto, existem poucos estudos relacionados com expressao génica e
fertilidade em garanhdes.

Os genes protamina 1 (PRM1) e protamina 2 (PRM2) codificam as proteinas
PRM1 e PRM2, que encontram-se no nudcleo e sao especificas do espermatozoide.
Elas se ligam ao DNA para produzir uma cromatina altamente condensada (LEE et

al., 2011). Esta forte condensacao é necessaria para minimizar o volume nuclear e
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melhorar a ergonomia do espermatozoide e também para proteger o material genético
contra nucleases, mutagénese, componentes téxicos e radicais livres (BALHORN et
al., 2000). Os produtos dos genes PRM1 e PRM2 sdo um dos mais estudados no
espermatozoide humano, e muitos trabalhos relacionam esses genes com fertilidade
(STEGER et al., 2003; AOKI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; STEGER et al., 2008;
DEPA-MARTINOW et al., 2011).

O gene cation channel sperm associated 1 (Catsper 1) codifica uma proteina
de canal de calcio que tem um papel vital na motilidade espermética e na fertilidade
masculina (REN et al.,, 2001). Ren et al. (2001) eliminaram o gene Catsper 1 de
camundongos, 0 que resultou em uma baixa motilidade dos espermatozoides e
infertilidade. Nikpoor et al. (2004) encontraram expressdo génica de Catsper
diminuida em homens subférteis com baixa motilidade espermatica e concluiram que
isso pode contribuir para o diagnéstico e o tratamento de casos de infertilidade
atribuidos a motilidade espermatica deficiente. O gatilho para a abertura do Catsper é
a despolarizacéo alcalina causada pela mudanca no ambiente i6nico do oviduto, que
resulta em um elevado pH (CARLSON et al., 2003). O contato do espermatozoide com
0 ambiente alcalino aumenta o pH intracelular que ativa os canais Catsper (LEEMANS
et al., 2019). A presenca do RNAm de Catsper 1 foi identificado em espermatozoides
de garanhdes (LOUX, 2010), no entanto ndo esta claro quando ocorre a abertura
destes canais nesta espécie. A falha na estimulacdo da motilidade hiperativada do
espermatozoide equino sob condi¢cdes padrdao de capacitagdo para outras espécies
pode estar relacionada a diferengas espécie-especificas na presenca ou na fungéo
dos canais Catsper (LOUX, 2013).

Os estudos sobre a fertilidade humana, assim como a de outros mamiferos,
avancou consideravelmente nos ultimos anos, mas existem poucas pesquisas sobre
0s mecanismos moleculares que afetam a fertilidade dos garanhdes. O objetivo deste
trabalho foi analisar a expressdao dos genes PRM1, PRM2 e Catsper 1 no

espermatozoide equino e suas relacdes com a qualidade espermatica e a fertilidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Garanhao x Fertilidade

A eficiéncia reprodutiva pode ser afetada por inimeros fatores, como idade,
doencas, fatores ambientais, nutricAo, manejo e, também, por fatores genéticos
(PARADOWSKA-DOGAN et al., 2014; HAMANN et al., 2007). A selecdo de um equino
como reprodutor é baseada em sua performance esportiva, em sua conformacgéo ou
em seu pedigree; praticamente nenhuma consideracgdo é feita acerca de seu potencial
para a reproducéo. A fertilidade e adequada qualidade de sémen sdo geralmente de
importancia secundaria (GOTTSCHALK et al., 2016).

Um Unico garanhdo normalmente reproduz com varias éguas, por isso, sua
fertilidade é um fator critico no sucesso de um programa de reproducdo. Para uma
acurada avaliacdo da fertilidade do reprodutor € necessario um grande namero de
éguas sem problemas reprodutivos para um balanco retrospectivo. Os verdadeiros
indices de fertilidade séo as taxas de prenhez e as taxas de parto, no entanto ambos
sdo retrospectivos e influenciados por fatores extrinsecos ao garanhao, como a saude
reprodutiva das éguas e o manejo da reproducdo (COLENBRANDER et al., 2003).

Avaliar a fertilidade ou o potencial reprodutivo de um cavalo € uma parte
importante para a selecdo de um garanhdo e para um adequado manejo da
reproducdo. Além disso, o conhecimento do histérico reprodutivo e a qualidade do
sémen sdo muito importantes na investigacdo de problemas com fertilidade
(COLENBRANDER et al., 2003). O ideal seria prever a fertilidade anteriormente a
carreira reprodutiva desse cavalo, e busca-se fazer isso através de exames fisicos e
analises de rotina da qualidade do sémen. As avaliagdes androlégicas da fertilidade
baseiam-se principalmente nos achados da analise tradicional de sémen, que
englobam uma série de avaliagbes que fornecem informagdes sobre o contetdo do
ejaculado, a viabilidade, o movimento e a forma dos espermatozoides e, também,
alguma informac&o sobre a possivel funcdo espermatica (PARADOWSKA-DOGAN et
al., 2014). As tentativas de encontrar uma relacao entre a fertilidade do garanhéo e as
caracteristicas espermaticas demonstram resultados inconsistentes (VOSS et al.,
1981; LOVE, 2011). Por outro lado, a combinacdo de varios testes de fungéo
espermatica melhora a confiabilidade da estimativa de fertilidade. No entanto,

engquanto esses exames identificam garanhdes que tém uma clara diminuicdo de
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fertilidade, eles tem uso limitado para predizer o nivel de fertilidade e falham em
identificar alguns garanhdes subférteis (COLENBRANDER et al., 2003).

Enquanto o sémen de ma qualidade é um bom indicador de subfertilidade, um
de boa qualidade ndo é garantia de boa fertilidade (COLENBRANDER et al., 2003),
e, como consequéncia, pode levar o médico veterinario a classificar machos subfertéis
erroneamente como reprodutor com fertilidade normal (PARADOWSKA-DOGAN et
al., 2014). Por esta razdo, diversos estudos tém sido realizados para identificar
marcadores de capacidade funcional que possam prever com maior eficiéncia a
fertilidade do garanhdo (COLENBRANDER et al., 2003).

Os garanhdes subférteis sdo um problema da industria equina (DAS et al.,
2010), e esta subfertilidade pode resultar de uma ampla variedade de etiologias, que
podem ser tanto conhecidas, como causas ainda nao identificadas (PARADOW SKA-
DOGAN et al., 2014).

Os reprodutores equinos sdo 0s Unicos entre 0s animais em que, cOMo 0S
homens, geralmente recebem tratamento médico para a infertilidade. Em ambas as
espécies, cerca de 15% dos individuos tém parametros normais de sémen, mas sao
subférteis, indicando a necessidade de novas andlises da funcdo dos
espermatozoides (ING et al., 2014).

Além dos fatores de manejo e ambientais, particularmente, os efeitos genéticos
levam a uma variacdo significativa na qualidade do sémen entre os garanhdes. Nos
ultimos anos, varios genes com importancia funcional para a fertilidade do garanhdo
foram descritos (GIESECKE et al., 2010; SIEME; DISTL, 2012).

A fertilidade dos garanhdes € importante para um programa de reproducao
bem-sucedida e as analises atuais de sémen sdo preditivos Uteis de qualidade de
espermatozoides e de fertilidade desses cavalos. Para complementa-los, novos
ensaios moleculares, como avaliacdo de RNAs espermaticos, estdo sendo
desenvolvidos (ING et al., 2018).

As descobertas em humanos revelaram que o espermatozoide contém milhares
de RNAmM que refletem a expressdo génica durante a espermatogénese
(OSTERMEIER et al., 2002). Como a regulacdo genética da fertilidade masculina
envolve centenas de genes, avangos na avaliagao da capacidade reprodutiva podem
ser feitos utilizando uma nova geragédo de ferramentas para avaliacdo do genoma
equino (SIEME; DISTL, 2012).
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Alguns autores tém proposto que o perfil de expressdo génica espermatica
possa ser utilizado como marcador de fertilidade (DAS et al., 2010; OSTERMEIER et
al., 2005). De fato, um numero crescente de estudos em humanos demonstra que o
perfil de RNAm do espermatozoide pode servir como uma plataforma de diagndstico
molecular para avaliar a fertilidade masculina (OSTERMEIER et al., 2002; AOKI et al.,
2006; DAS et al., 2010). Aléem de marcadores de fertilidade, a identificagcdo desses
genes e a avaliacdo de suas funcbes melhorariam nossa compreensao sobre as
bases moleculares da espermatogénese, fertilizagcdo, clivagem inicial dos embrides,
qualidade espermatica e infertilidade masculina (GANGULY et al., 2013).

Existem poucas pesquisas sobre os mecanismos moleculares que afetam a
fertilidade dos garanhdes. Marcadores genéticos associados a fertilidade de
garanh8es podem ser Uteis na selecdo e no manejo de melhoramento. A analise do
transcriptoma de espermatozoides de garanhdes foi realizada por Suliman et al.
(2018) e permitiu a comparacdo da abundéancia de genes entre garanhdes férteis e
subférteis.

Em resumo, a previsao da fertilidade dos garanhdes € um problema importante
na criagdo de cavalos e a analise das caracteristicas do sémen tem capacidade
limitada para prever a fertilidade. Além disso, ainda existem poucos estudos genéticos
sobre a fertilidade dos garanhdes, que poderiam fornecer possibilidades e novas
ferramentas que ajudariam a prever a fertilidade dos reprodutores (SULIMAN et al.,

2018).

2.2 Espermatogénse

A espermatogénese é o processo de divisdo e de diferenciacdo celular pela
qgual o espermatozoide é produzido. Ocorre a transformacdo de espermatogénias
diploides em espermatozoides haploides dentro dos tabulos seminiferos. E um
processo continuo, complexo e altamente regulado (DARSZON et al., 2011).

Este processo pode ser dividido em 3 fases. A primeira fase, chamada de
proliferativa ou de mitética, ocorre quando as espermatogbnias, servindo como
células-tronco que revestem a base dos tubulos seminiferos, dividem-se por mitose
para manter sua quantidade e produzir espermatdcitos em um padréo ciclico. As
espermatogobnias proliferam e diferenciam-se em espermatocitos, que sao o unico tipo

de célula que atravessa a barreira hemato-testicular para o compartimento adluminal
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(DARSZON et al.,, 2011). A segunda fase é chamada de fase meidtica, onde os
espermatocitos sofrem meiose, que consiste em uma duplicacdo de cromossomos
seguida de duas divisdes, para produzir espermatides haploides. Durante a fase
meidtica, a diversidade genética é garantida pela replicagcdo do DNA e crossing over
(SHARMA; AGARWAL, 2011). A terceira e ultima fase € a de diferenciacdo ou
espermiogénese, em que a espermatide esférica e indiferenciada passa por uma
marcada transformacdo que resulta na producdo de um espermatozoide
completamente diferenciado e altamente especializado, composto pela cabeca, onde
encontra-se o material nuclear, e pela cauda. Nesta fase, ocorre a formagao do
acrossomo, a condensacao da cromatina e a eliminacdo do excesso de citoplasma.
Os espermatozoides totalmente desenvolvidos séo liberados no [imen dos tubulos
seminiferos (DARSZON et al., 2011).

Durante a espermatogénese dos mamiferos, a estrutura da cromatina é
marcadamente modificada. Nas espermatides em alongamento, as histonas séo
removidas e substituidas pelas proteinas de transicdo, que sdo subsequentemente
substituidas por protaminas (Figura 1), proteinas especificas dos espermatozoides, o
gue resulta em uma cromatina altamente condensada (MILLER et al., 1999). Esta
supercondensac¢do do DNA ocorre por dois motivos: o primeiro € que o volume do
ndcleo é minimizado (a protamina condensa o DNA pelo menos seis vezes mais do
gue as histonas) (BRAUN, 2001) e, portanto, a ergonomia do espermatozoide como
um dispositivo de transporte para entregar 0 genoma para o oécito € maximizado, € o
segundo é gue as estruturas supercondensadas protegem o DNA contra mutagénese,
nucleases, componentes toxicos e radicais livres (BALHORN et al., 2000).
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Figura 1. Representacao da sequéncia de substituicao de histonas por proteinas de transicéo
e protaminas na transformacéo da espermatide redonda em espermatide condensada antes
de ser liberada no limen dos tubulos seminiferos (SHARMA; AGARWAL, 2011).

As proteinas que participam desse processo, assim como as demais
necessarias a espermiogénese, precisam estar disponiveis para a célula, no entanto,
durante a condensacdo e a elongacdo do DNA, ndo h& sintese proteica em
esperméatides em maturacéo, o que coincide com um declinio progressivo no contetdo
de RNA. A transcricdo de DNA em RNA também €& suprimida em espermatides,
durante a condensacédo do DNA (SHARMA; AGARWAL, 2011). Nos estagios finais da
espermiogénese, o citoplasma, incluindo todos os elementos do aparato de traducao,
sdo fagocitados pelas células de Sertoli. No passado aceitava-se que nao deveria
existir nenhum tipo de RNA na célula espermética, exceto possiveis RNAs
intranucleares e mitocondriais remanescentes. Acreditava-se que o RNAm restante
nao fosse capaz de suportar a traducéao (MILLER et al., 2005).

Ainda que o nucleo espermatico ndo tenha capacidade transcricional, essa
célula contém um complexo sistema de RNAm, sendo que alguns sao transcritos
imediatamente antes da inativacdo nuclear e, outros, sdo remanescentes da
espermatogénese (NISHIMURA; DODE, 2014).

A célula espermatica pode ser considerada como uma célula especializada e

diferenciada, com ergonomia maxima para a entrega do genoma haploide ao odcito.
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Para isto, ela minimizou seu volume interno, eliminou todas as suas organelas
redundantes e silenciou todos 0s seus processos celulares ndo relevantes para essa
tarefa. Como consequéncia, quantidades minimas de RNA estdo presentes nestas
células, que perdem a capacidade aparente de sintetizar RNA e proteinas (BOERKE
et al., 2007).

Os espermatozoides representam o estadgio final na diferenciacéo
espermatogénica e funcionam como um "veiculo" para transmitir o conteudo paterno
gendmico, transcriptdmico e protedmico acumulado ao od6cito (ANTON e KRAWETZ,
2012).

2.3 MRNA espermatico

Acreditou-se durante muito tempo que o genoma masculino fosse o Unico
material entregue ao odécito com papel determinante no processo de fecundacéao
(NISHIMURA e DODE, 2014). Atualmente sabe-se que o espermatozoide ndo apenas
fornece DNA gen6mico, mas também RNA ao odcito. A célula espermatica contém
varios tipos de RNAs, incluindo RNAs mensageiros (mMRNA) que codificam proteinas,
RNAs longos néo codificantes de fungdes indeterminadas, microRNAs (miRNA) que
regulam a expressdo da maioria dos genes, RNA de interferéncia (iRNA) e RNA
antisense (HOSKEN e HODGSON, 2014).

Muitos RNAmM no espermatozoide sdo sintetizados imediatamente apos a
meiose e traduzidos nas espermétides em alongamento. Os longos RNAs nos
espermatozoides sdo fragmentados durante a espermiogénese. A fragmentacao
interrompe a funcdo dos RNAmM, no entanto, os fragmentos podem refletir a qualidade
do desenvolvimento do espermatozoide (ING et al., 2018).

A funcdo e o papel biologico desses RNAs ainda continuam desconhecidos,
mas existem suposi¢cdes e estudos que apontam para algumas teorias. Uma delas é
gue o RNA seja requerido pelo proprio espermatozoide, e que apds a capacitacao ele
esteja apto a traduzir pelo menos alguns de seus RNAmM novamente. Esses RNAs
seriam traduzidos com o aparato mitocondrial e isso talvez ocorresse para
suplementar as proteinas que foram degradadas ou desnaturadas (AOKI et al., 2006;
GUR; BREITBART, 2006). Outra possibilidade € que o RNA atue no zigoto, apés a

fecundacéo. Segundo Ostermeier et al. (2004), o espermatozoide introduz uma carga
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de RNA no ovécito e que este permanece intacto por algumas horas apls a
fecundacéo.

A populacdo de genes do espermatozoide do ser humano € a mais bem
caracterizada entre todos os mamiferos (JODAR et al., 2013). Os primeiros perfis
gerais de RNA de espermatozoides sugeriram que em humanos exista mais de 3.000
genes de codificacdo diferentes (OSTERMEIER et al., 2002).

O conteudo de RNA de um espermatozoide pode, em principio, ser usado como
padrdo para a andlise gendmica da qualidade do sémen, tanto em termos de
espermatogénese quanto em potencial de fertilidade (BISSONNETTE et al., 2009;
DAS et al., 2013; GOVINDARAJU et al. 2012; KRAWETZ et al., 2011). Qualquer
alteracéo testicular que altere a producédo de espermatozoides, consequentemente
reduz a fertilidade e, portanto, também modifica a “impressao digital” de RNA do
espermatozoide (OSTERMEIER et al., 2002).

Estudos com RNAmM de espermatozoides humanos indicaram que genes
especificos podem ser Uteis para avaliacdo da fertilidade masculina (HAMATANI,
2012). Sendo assim, tem-se estudado diferentes RNAmM de espermatozoide como
possiveis marcadores de infertilidade em amostras de sémen por meio da PCR em
tempo real (STEGER et al., 2008; AVENDANO et al., 2009).

Alguns estudos relataram diferencas na quantidade de certos RNAM
espermaticos entre homens inférteis e férteis (STEGER et al., 2008; AVENDANO et
al., 2009). Diferencas na expressao de algumas centenas de genes entre homens
férteis e inférteis com parametros normais de sémen foram descritas (GARRIDO,
2009). Sugere-se que a analise dos genes de espermatozoides sera o futuro no
diagnéstico da infertilidade masculina, no entanto, nenhuma lista de genes proposta
foi consenso até agora (ALTAMAE; SALUMETS, 2011).

Das et al. (2013) caracterizaram o transcriptoma global nos espermatozoides
de garanhfes férteis e exploraram o importante papel desses genes na fertilidade.
Estas descobertas forneceram um melhor conceito da importancia biologica dos RNAs
espermaticos, permitindo a identificacdo de biomarcadores da fertilidade dos
garanhdes (SULIMAN et al., 2018).

DAS et al. (2013) e ING et al. (2014) relataram concentragbes de RNAmM
especificos em espermatozoides de garanhdes. Quando os espermatozoides séo
submetidos a centrifugacédo por gradiente de densidade, o padrao de concentragcao de

varios RNAm especificos em espermatozoides densos é diferente daquele em
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espermatozoides menos densos de garanhfes. A identificacdo de diferentes
concentracfes de RNAmM em espermatozoides de garanhdes férteis comparando com
subfertéis poderia levar ao desenvolvimento de um novo ensaio para prever a funcéo
dos espermatozoides em cavalos (ING et al., 2014).

Os marcadores genéticos podem ser Uteis na selecdo de garanhdes
reprodutores. Como sao conhecidos muitos genes que influenciam a fertilidade de
mamiferos em outras espécies, especialmente em humanos e em camundongos, é
provavel que mais genes em garanhdes se tornem conhecidos (SIEME, 2012).

Atualmente, varios estudos tém surgido com foco na analise de transcritos ou
de proteinas em espermatozoides que poderiam estar associados a fertilidade
masculina. Apesar dos avanc¢os obtidos na analise transcricional de espermatozoides
em diversas espécies, o0s estudos genéticos de espermatozoides de garanhdes ainda
séo limitados (SULIMAN et al., 2018).

2.4 Genes

2.4.1 PRM1 e PRM2

As protaminas sdo proteinas nucleares especificas do espermatozoide que
substituem as histonas na ligacdo ao DNA através de um processo de varias etapas
em sequéncia. Inicialmente, nas espermatides redondas, histonas séo substituidas
por proteinas de transi¢cdo. Posteriormente, no alongamento das espermatides, as
proteinas de transicdo sdo removidas da cromatina em condensacdo e Sao
substituidas por protaminas 1 e 2 (PRM1 e PRM2), constituindo as principais proteinas
das espermatides alongadas e do espermatozoide maduro (DADOUNE, 1995).

As protaminas sdo aproximadamente metade do tamanho das histonas e séo
caracterizadas por um nucleo rico em arginina e residuos de cisteina (FUENTES-
MASCORRO et al., 2000). O alto nivel de arginina provoca uma carga positiva,
facilitando assim a forte ligacdo ao DNA (BALHORN et al., 2000). Os residuos de
cisteina facilitam a formacao de mdltiplas ligacGes dissulfeto inter e intraprotamina,
essenciais para o empacotamento de cromatina de alta ordem. As protaminas 2
contém menos grupos cisteina e, portanto, contém menos ligacdes cruzadas
dissulfeto. Isso, teoricamente, deixa o DNA mais suscetivel a danos (CORZETT et al.,
2002).
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Estas substituicdes de histonas por protaminas resultam em uma cromatina
altamente condensada e transcricionalmente inativa. O nudcleo compacto resultante
das ligacOes por protaminas tem tamanho de cerca de 5% do nucleo somatico (LEE
et al., 2011).

Enquanto a PRM1 parece ser transcrita e traduzida nas espermatides de todos
os mamiferos, a PRM 2 tem a traducdo regulada de maneira espécie-especifica. A
proteina PRM2 foi identificada em espermatozoide de ratos, garanhdes e na maioria
dos primatas, incluindo o homem (CORZETT et al., 2002).

O empacotamento do DNA no espermatozoide dependente de protamina, e sua
posterior deprotaminacao no zigoto representa uma caracteristica comum para todos
0s mamiferos. Sabe-se que a propor¢cdo de PRM1 e PRM2 varia entre diferentes
espécies de mamiferos, mas é constante dentro da mesma espécie. Proporcdes
anormais parecem estar relacionadas a infertilidade (CORZETT et al., 2002).

Os produtos dos genes PRM1 e PRM2 sdo um dos mais estudados no
espermatozoide. Os RNAm da PRM1 e PRM2 sdo pequenos (426 e 683 bases de
comprimento para PRM1 e PRM2 em humanos, respectivamente), entédo eles podem
estar presentes como RNAm intactos e funcionais em espermatozoides. Os RNAm de
PRM1 e PRM2 séo entregues do espermatozoide ao embrido durante a fertilizagéo
(KEMPISTY et al., 2008).

Em humanos, a relagdio PRM1/PRM2 no espermatozoide & de
aproximadamente 1.0 (AOKI et al., 2005). Em homens, onde a maioria dos estudos
de protamina relacionados a fertilidade foram realizados, a subfertilidade foi
correlacionada com uma persisténcia anormal de histonas (ZHANG et al., 2006), ou
com niveis de protamina, ou com uma relacdo anormal de PRM1/PRM2 tanto nas
concentracdes de proteina e niveis de mMRNA no espermatozoide, como em nivel de
MRNA em espermatides (STEGER et al.,, 2003). Distintos niveis de mRNA
espermatico de PRM1 e PRM2 foram relatados em homens férteis e inférteis (AOKI
et al., 2006; STEGER et al., 2008).

Depa-Martinow et al. (2011) sugeriram que RNAm e proteinas PRM1 e PRM2
contribuem nédo so para a qualidade espermatica e para o sucesso na fertilizacdo, mas
podem ter um papel no desenvolvimento inicial de embrides pré-implantagéo.

Aoki et al. (2006) relataram associacdo entre sintese proteica anormal com
retencdo aberrante de mRNA, sugerindo que defeitos na regulacédo da traducdo da

protamina podem contribuir para a deficiéncia de protamina em homens inférteis.
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Dois elos s&@o propostos entre a expressdao anormal de protamina e a
espermatogénese aberrante: primeiro, que a expressao anormal de protamina seria
indicativo de uma anormalidade geral da espermatogénese, possivelmente devido a
funcdo anormal da transcrigao ou regulador translacional; segundo, que as protaminas
atuariam como reguladores de ponto de verificacdo da espermatogénese, e a
expressao anormal da protamina levaria a inducdo de um processo apoptoético e a
diminuicdo grave da qualidade do espermatozoide (CARREL et al., 2007).

Como os niveis de protamina tem sido propostos como um parametro clinico
potencial para a avaliacdo da capacidade de fertilizagdo do espermatozoide de
humanos, pode ser que isso também seja aplicavel ao garanhdo (PARADOWSKA-
DOGAN et al., 2014).

2.4.2 Catsperl

Para que ocorra a fertilizacdo, o objetivo do espermatozoide é simples e
fundamental: se unir com o0 00cito e entregar o material genético paterno. Apesar deste
simples objetivo, existem muitos obstaculos que o espermatozoide tem que superar,
sendo que o célcio (Ca?") estd envolvido em gquase todas essas etapas. Ele é
essencial para capacitacao espermatica, quimiotaxia e penetracdo no o4cito. Somente
com a capacitacdo completa o espermatozoide esta pronto para fertilizar o odécito
(REN; XIA, 2010).

O Catsper é um canal de cétion especifico do espermatozoide que é essencial
para a motilidade espermatica hiperativada (DARSZON et al., 2011). Os canais
Catsper sdo compostos por multiplas proteinas, incluindo proteinas Catsper 1-4, que
compde uma complexa formacdo porosa, e as proteinas acessorias Catsper 3,
Catsper y e Catsper & (LISHKO et al., 2012). A primeira subunidade formadora de
poros, a Catsperl, foi descoberta por Ren et al. (2001) e desempenha um papel vital
na motilidade dos espermatozoides (SUN et al., 2017).

Um grande nimero de canais de membrana plasmaética permeéaveis a Ca?*
foram encontrados no testiculo e em espermatozoides nas Ultimas décadas. Estes
incluem canais de calcio seletivos ativados por alta voltagem e canais ativados por
baixa voltagem (CaVs), canais i6nicos receptores de potencial transitorio (TRP),

canais operados por nucleotidos ciclicos (CNG), e canais Catsper (REN; XIA, 2010).
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Os canais Catsper contém seis dominios transmembrana. A sua sequéncia
geral é similar aos CaVs, e contém uma sequéncia na regiao do filtro de seletividade
de ions que é um recurso compartilhado por Catspers e CaVs (REN; XIA, 2010). O
Catsper 1 tem um dominio terminal citoplasmatico grande e rico em histidina (REN et
al., 2001) que varia em sequéncia e comprimento entre espécies (DARSZON et al.,
2011) e pode estar relacionado com a sensibilidade do canal ao pH. Além disso, os
segmentos S4 dos canais Catspers tém residuos carregados a cada terceira posicao,
uma caracteristica de canais idbnicos dependentes de voltagem (REN; XIA, 2010)
(Figura 2).

A CatSper channel N
2 NH>

1 Pcl:re B v 5

His-rich COOH  NHa COOH NH, COOH COOH COOH
NH-
B C D

N-terminus mCatsper1 CatSper CatSper
MDQSSRRDES YHETHPGSLD hl KSLRALRAIRVLRRLS hl LTLDDWS
PSHQSHPHPH PHPTLHRENOQ ml KSMRALRATRVLRRLS ml LTLDDWS
GGVYYDSPOH GMFOOPYQQH h2 QLLRVCRVLRSLELLA h2 FTLDHWY
GGFHQQONELQ HLREFSDSHD m2 QLLRVCRVLRSLELFA m2 FTLDHWY
NAFSHHSYQQ DRAGVSTLEN h3 YIADGMOSLRILKLIG h3 ATVDGWS
NISHAYGGSH PLAESQHSGG m3 HFADGIQSLRILELIS m3 ATVDGWS
PQSGPRIDPN HHPHQDDPHR h4 SINYTLRALRLVHVCM h4 ITODGWV
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RPHLHADHHH EGHHAHSHHG II RTFRLMRVLELVRFLP [l LTQEDWN
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HHERSPSASQL (51/250) IV RIMRVLRIARVLKLLK IV STCDNWN

Figura 2. Estrutura do canal catsper. A, a esquerda: topologia da proteina do canal catsperl,
mostrando seis segmentos transmembrana (S1-S6), com S4 contendo varios residuos com
carga positiva, a regido do poro, e os terminais citoplasmaticos COOH e NH2 (com a sua
regido rica em histidina); No centro: catsper 2, 3 e 4 com a mesma arquitetura de catsper 1,
exceto por um terminal COOH e NH2 mais curto e sem a regido rica em histidina; a direita:
topologia das subunidades [, y € & com seus segmentos transmembrana. B: sequéncia do
terminal NH2 do catsperl de camundongo, mostrando a regido rica em histidina (51 dos 250
residuos de histidina mostrados em negrito). C, no alto: sequéncia de aminoacidos do
segmento S4 do catsper 1 a 4 de humanos (h) e ratos (m) em alinhamento, o suposto sensor
de voltagem. C, embaixo: O segmento S4 de cada dominio (I-1V) do canal CaV3.1 de ratos,
apenas para comparacgao. Residuos com carga positiva (arginina e lisina) sdo mostrados em
negrito). D, no alto: sequéncia de aminoacidos da regido do poro do catsper 1 a 4 de humanos
(h) e ratos (m) em alinhamento. D, embaixo: a sequéncia de cada dominio (I-1V) do canal
CaV3.1 de ratos, para comparacao. A regido do poro em consenso dos canais seletivos a
Ca?* é mostrada em negrito (DARSZON, et al., 2011).
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Vérios canais de Ca?* dependentes de voltagem estdo localizados no testiculo,
mas também tem efeito em outros 6rgdos. Somente Catsper é exclusivamente
expresso em espermatozoides (SUN et al., 2017). No espermatozoide, o canal é
localizado na peca principal da cauda (REN et al., 2001).

O canal Catsper é sensivel ao pH e fracamente dependente de voltagem (SUN
et al., 2017). No espermatozoide de rato ele se abre em resposta ao aumento do pH
intracelular que é tipicamente associado com capacitagdo espermatica (REN et al.,
2001).

Ren et al. (2001) eliminaram o gene Catsper 1 de camundongos, o que resultou
em uma baixa motilidade dos espermatozoides e infertilidade. A delecdo do gene
revelou seu papel vital na motilidade espermética e na fertilidade masculina, e um
exame aprofundado ndo revelou anormalidades aparentes nesses camundongos,
exceto por falta de motilidade espermaética.

Os espermatozoides de camundongos com o gene nulo ndo conseguiram
fertilizar o6citos com a zona pellcida intacta, no entanto fertilizaram odécitos livres de
zona pelulcida, indicando que os canais Catsper sdo necessarios para permitir que o
espermatozoide penetre a zona pelicida (REN et al., 2001). Uma comparacéo da
forma do movimento da cauda de espermatozoides de camundongos com o gene nulo
revelou que o espermatozoide ndo conseguia exibir motilidade hiperativada e que
seus batimentos flagelares permaneciam simétricos com pouca amplitude e pouca
curvatura, mesmo em meios capacitantes (CARLSON et al., 2003). Em concordancia
com o envolvimento do Catsper 1 na motilidade, espermatozoides de camundongo
com gene Catsper 2 nulo tiveram menor motilidade progressiva do que o0s
espermatozoides normais em meio com alta viscosidade (DARSZON et al., 2011).

Sendo assim, Ren et al. (2001) propuseram que o Catsper € uma proteina de
canal de cations Unica necessaria para a motilidade normal dos espermatozoides e,
em particular, para a penetragdo espermatica da zona pellcida. A presenca de uma
proteina inativa de Catsper em camundongos machos induz a infertilidade (KIRICHOK
et al., 2006).

Em camundongos, os espermatozoides com motilidade hiperativada em
resposta a capacitacdo dependem da presenca de Catsper (REN et al., 2001) e, em
humanos, as mutagdes nos genes Catsper sdo associados com infertilidade e
motilidade espermética anormal (NIKPOOR et al., 2004).
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O mecanismo exato para a indugao da hiperativacdo da motilidade mediada
pelo Catsper nao é claro, e pode envolver ndo so6 o influxo de célcio do ambiente, mas
também a liberacdo de calcio de um armazenamento interno do espermatozoide
(LOUX et al., 2013). O gatilho geral para o Catsper é a despolarizacdo alcalina
causada pela mudanca no ambiente idnico da tuba uterina(CARLSON et al., 2003). O
contato do espermatozoide com o ambiente alcalino aumenta o pH intracelular que
ativa os canais Catsper (LEEMANS et al., 2019).

Sendo o principal canal de célcio do espermatozoide, o Catsper € o principal
mecanismo para transportar calcio extracelular para a cauda do espermatozoide e é,
portanto, vital para a fertiidade do espermatozoide. As células espermaticas
deficientes de Catsper ndo sdo capazes de hiperativar e, portanto, falham em penetrar
as camadas protetoras do odcito (QI et al., 2007). Na auséncia de célcio no ambiente,
o canal Catsper pode transportar sodio, resultando em despolarizagcédo espermética e
perda de motilidade (TORRES-FLORES et al., 2011).

Os mecanismos para hiperativacdo mediada por Catsper tem sido atualmente
investigado em ratos e humanos. Enquanto muitos aspectos sao similares entre essas
espécies, existem notaveis diferencas; a progesterona e prostaglandinas, por
exemplo, estimulam diretamente a ativagcdo do Catsper em espermatozoide de
humanos, mas néo de ratos (LISHKO et al., 2012). Pouco se sabe sobre o Catsper ou
as funcdes mediadas por este canal em outras espécies (LOUX et al., 2013).

No espermatozoide do garanhdo, o RNAm de Catsperl foi identificado e a
proteina Catsper 1 foi localizada na peca principal da cauda do espermatozoide. No
entanto, as andlises da proteina Catsper 1 equina revelaram diferencas espécie-
especifica na estrutura da regido do sensor de pH (LOUX et al., 2013). Isto indica que,
apesar da presenca do canal no espermatozoide equino, a relacdo entre motilidade
hiperativada e o influxo de célcio provavelmente seja fraca (LEEMANS et al., 2019).

A falha do espermatozoide equino em sofrer hiperativacao sob condi¢cdes que
induzem capacitacdo para outras espécies pode estar relacionada a diferencas
espécie-especificas na presenca ou na funcao dos canais Catsper (LOUX, 2013).

Ndo esta claro quando ocorre a abertura dos canais Catsper em
espermatozoides de garanhdes ou se um aumento de Ca?* intracelular é necessario
para o inicio da motilidade hiperativada nesta espécie. A falha na estimulacdo ou na
motilidade hiperativada do espermatozoide equino sob condicbes que capacitam

espermatozoides de outras espeécies pode estar relacionada a uma janela estreita de
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pH e Ca?* intracelular na qual ocorre a motilidade hiperativada no cavalo (LOUX et al.,
2013).

A inquestionavel importancia dos canais Catsper € determinada pelo fato de
gue os camundongos nulos, sem qualquer isoforma de catsper, sao inférteis (REN et
al.,, 2001; QI et al., 2007) e de que as mutacdes nos Castper 1 em humanos esta
associada com infertilidade(AVENARIUS et al., 2009).

O gene Catsper humano é um alvo potencial para a triagem e o tratamento da
infertilidade masculina (REN et al., 2001). Além disso, Nikpoor et al. (2004)
encontraram expressao génica de Catsper diminuida em homens subférteis com baixa
motilidade espermatica e concluiram que isso pode contribuir para o diagndstico e o
tratamento de casos de infertilidade atribuidos a motilidade espermatica deficiente.

A compreensdo dos RNAs presentes no espermatozoide equino, permitira um
aprofundamento no conhecimento da fisiologia e descoberta de marcadores de
gualidade seminal para esta especializada célula. O que promovera uma fonte de

recurso teorico para aplicacdo nas biotécnicas do sémen equino.
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ABSTRACT: The genes identification involved in male reproduction and the evaluation of its
functions improve the comprehension about spermatogenesis molecular bases, fertilization,
embryos early cleavage, spermatic quality and male infertility. The present study aimed to
verify the PRM1, PRM2 and Catsper 1 genes expression into the equine sperm and their
relations with the stallions spermatic quality and fertility. Semen collections were realized in
eighteen stallions, which were divided in two groups, fertile and subfertile, based on the
pregnancy rate per cycle. The semen analysis was realized by Computer Assisted Sperm
Analysis AndroVision®. The mRNA was extracted from the spermatozoa and the PRM1,
PRMZ2 and Catsper 1 gene expression verification in the spermatic cell was conducted by the
gPCR technique. The results present a higher expression of PRM1 and Catsper 1 in the fertile
stallions group than subfertile group; there was no correlation of PRM1 and PRM2 expression
with spermatic quality parameters; there was correlation of the Catsper 1 expression with
morphology and motility parameters. Negative correlation was found between the
PRM1/PRM2 ratio, fertility and motility parameters. The present research demonstrates that
the PRM1 and Catsper 1 genes are related to stallions fertility and spermatic quality, and they

may work as genetic markers.
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1. Introduction

In equine production, the stallion represents half of the breeding equation, however, a
single stallion usually breeds with several mares, so its fertility is a critical factor in the success
of a breeding program (COLENBRANDER et al., 2003). Subfertility or infertility in breeding
stallions contributes to low pregnancy rates per cycle and low pregnancy rates per season,
resulting in substantial financial losses in the equine industry (ROSER, 2011).

Current semen assays are useful predictors of sperm quality, and the combination of
many sperm function tests improves reliability in fertility estimation, however, they may fail to
identify some subfertile stallions (COLENBRANDER et al., 2003). Studies in humans have
revealed a large number of genes that may be involved in male reproductive mechanisms and
in the fertilization cascade that could serve as fertility markers (OSTERMEIER et al., 2005;
AOKI et al., 2006; DAS et al., 2010). In addition, identifying these genes and the evaluation of
their functions would improve our understanding of spermatogenesis molecular basis,
fertilization, early embryo cleavage, sperm quality, and male infertility (GANGULY et al.,
2013).

The spermatic cell may be considered as a specialized and differentiated one, with
maximum ergonomics to delivery haploid genome to oocyte. For that, the spermatic cell
minimized its intern volume, it eliminated all of its redundant organelles and silenced all of its
non-relevant cellular processes for that task (BOERKE et al., 2007). The spermatozoa
represented the final stage in the spermatogenic differentiation and they work as a vehicle to
transmit the paternal genomic content, transcriptomic and proteomic accumulated to the oocyte
(ANTON e KRAWETZ, 2012).

Protamine 1 (PRM1) and protamine 2 (PRM2) genes codify the PRM1 and PRM2
proteins, that are inside the nucleus and are specific to the sperm. They bind to DNA to produce
a highly condensed chromatin that results in a compact nucleus, with about 5% of the somatic
nucleus size (LEE et al, 2011). This strong condensation is necessary to minimize the nuclear
volume, improve sperm ergonomics and also to protect genetic material against nucleases,
mutagenesis, toxic components and free radicals (BALHORN et al., 2000). The products of
PRM1 and PRM2 genes are one of the most studied in human sperm, and many studies have
related these genes to fertility (STEGER et al., 2003; AOKI et al., 2006; ZHANG et al., 2006;
STEGER et al., 2008; DEPA-MARTINOW et al., 2011).
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Cation Channel Sperm Associated 1 (Catsper 1) gene codifies a calcium channel protein
that plays a vital role in sperm motility and male fertility (REN et al., 2001), and is essential for
hyperactivated sperm motility (DARSZON et al., 2011). Ren et al. (2001) knocked out Catsper
1 gene from mice, which resulted in poor sperm motility and infertility. Catsper channels are
also necessary to allow the sperm to penetrate the zona pellucida (REN et al. 2001). The general
trigger for catsper opening is alkaline depolarization caused by the change in the oviduct ionic
environment (CARLSON et al., 2003). The sperm contact with the alkaline environment
increases intracellular pH that activates Catsper channels (LEEMANS et al., 2019). Nikpoor et
al. (2004) found decreased catsper gene expression in subfertile men with low sperm motility
and conclude that this may contribute to the diagnosis and treatment of infertility cases
attributed to problems in sperm motility. The presence of Catsper 1 mRNA was identified in
stallion sperms (LOUX, 2010), but it is still unclear when these channels open in stallion
sperms. The failure in stimulation or in hyperactivate motility of equine sperm under standard
capacitation conditions for other species may be related to species-specific differences in the
presence or function of catsper channels (LOUX, 2013).Studies on human fertility, as well as
that of other mammals, have advanced considerably in recent years, but there are few researches
about the molecular mechanisms that affect stallion fertility. The present study aimed to
investigate the expression of PRM1, PRM2 and Catsper 1 genes in equine sperm and their

relationship with sperm quality and fertility in stallions.

2. Materials and methods

2.1. Animals

The present experiment was conducted during the southern hemisphere breeding
season (November to March) in the south of Brazil (30° S, 51° W).

All experimental procedures are in accordance with the guidelines of the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and approved by the Committee
of Ethics and Experimentation (CEEA) of the Federal University of Pelotas (number 2753-
2018).

Eighteen criollo stallions aged between 3 to 24 years old and weighing between 450 and
500 kg were used, they were fed daily with concentrate and alfalfa hay, with water and mineral

salt ad libitum. One ejaculate was collected from each stallion that came from breeding centers.
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The fertility of each stallion was defined by calculating the pregnancy rate per cycle
using data of 30 mares / horse. The rates of the reproductive season in which the collections
were performed were taken into account. Fertility rates ranged from 20 to 90%. Based on
fertility rates the stallions were divided into two groups: fertile (with pregnancy rate per cycle

> 70%, n = 11) and subfertile (with pregnancy rate per cycle < 40%, n = 7).

2.2. Semen Analysis

The semen collects were realized in artificial vagina, Hannover model. After collecting,
the samples were stored in Falcon tube and sent to the Animal Reproduction Laboratory of the
Veterinarian College in the Federal University of Rio Grande do Sul, with a maximum transport
limit of 2 hours. Each sample was separated in two fractions, one to evaluate the semen
parameters and the other to later mMRNA extraction.

The sperm concentration was evaluated with a hemocytometer (Neubauer chamber)
(BRITO, 2007). The evaluations of Total Motility (%) (TM); Progressive Moatility (%) (PM);
Fast Motility (%) (FM); Slow Motility (%) (SM); Local Motility (%) (LM); Average Path
Velocity (VAP, um/s); Straight Line Velocity (VSL, um/s); Curvilinear Velocity (VCL, um/s);
Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH, um); Beat Cross Frequency (BCF,
Hz); Straightness (STR, %) (VSL/VAP); Linearity (LIN, %) (VSL/VCL) was performed using
the Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) system, Tiefenbach, Germany, AndroVision®,
Minitube).

To the plasma membrane physical integrity analysis, 400ul semen were incubated with
3ul of propidium iodide (PI) and 2ul of carboxyfluorescein diacetate (CFDA) at 37°C for eight
minutes. The sample was evaluated by epifluorescence microscopy at 1000x magnification. A
total amount of 100 cells per sample were evaluated. The cells steined green were considered
intact and cells stained partially or totally stained in red are considered damaged sperm
(GARNER et al., 1986).

The plasma membrane functional integrity was evaluated by hyposmotic test, in which
200uL of distilled water were added to 100uL of semen and incubated at 37° C for eight
minutes. After that, the samples were analysed in a phase contrast microscope at 400x
magnification. A hundred cells were analysed and considered positive reacted (HOST +) when
the tail was coiled (LAGARES et al., 1998).
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Panoptic® kit (Laborclin) was used to evaluate sperm morphology, the semen smear
slide was dipped for 20 seconds in the dyes, and immediately after drying the slide was taken
to a microscope in an immersion objective (1000x) for analysis, 100 sperm cells were counted
from each sample (CBRA, 2013).

The semen fraction which would be used later for extracting mRNA was centrifuged at
600x g for 10 minutes. This procedure was repeated 3 times. After each centrifugation, the
supernatant was discarded and the pellet was resuspended in PBS medium.After the third
centrifugation the pellet was resuspended in 2 ml of RNAlater® (Life Technologies) in free
RNA cryotube and stored in a freezer at -80°C to later mRNA extraction.

2.3. Extraction of mMRNA

The mRNA extraction was made by the Comercial Kit SV RNA Total Isolation
System® (Promega, Madison, WI, USA), according to the manufacturer instructions. The
samples RNA concentration was evaluated with Nanovue and they were stored in a freezer at -
80°C.

After the extraction, the mMRNA was quantified by spectrophotometry (NanoVue Plus,
GE Healthcare). In order to minimize adverse effects of protein contamination, only RNA
samples with 260/280 ratio between 1.9 and 2.1 and 260/230 ratio >2.0 were used for the

analysis.

2.4. cDNA e gPCR

Reverse transcription of mMRNA to cDNA was performed using the GoScript Reverse
Transcription System (Promega, Madison, WI, USA), according to the manufacturer
instructions. The cDNA concentration of the samples was evaluated with NanoVue Plus, GE
Healthcare and the samples were stored in a freezer at -20°C.

The expression of PRM1, PRM2 and Catsper 1 genes in the sperm cell was verified by
gPCR technique. The amplification of the cDNA was performed by a primer designed
specifically for an amplicon (sequence of interest) using the BRYT Green fluorophore from the
kit gPCR Master Mix 2X GoTag® (Promega Wisconsin, USA). The primers were obtained
from Integrated DNA Technologies (IDT®) and the sequences used are listed in Table 1.

Relative quantitation was performed and the mRNA levels of the target genes (PRML1,

PRMZ2 and Catsper 1) were normalized against B-actin mRNA levels. The endogenous B-actin
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gene was used to normalize the amount of RNA added in the reactions. To determine the assay
amplification efficiency a 5x serial dilution was performed, starting at a concentration of 242.5
ng/ml to 0.0024 ng/ml, with one sample for each gene used to perform the standard curve. For
results normalization and accuracy in comparing gene expression between samples, the RNA
concentration of 1ng/ml was used for all samples. Threshold cycle (CT) method of comparison
was used to calculate the relative mRNA expression (2 ~44¢T),

The program profile used for amplification was 95 °C for 2 minutes followed by 40
cycles of denaturation at 95 °C for 3 seconds, annealing for 30 seconds and extension at 60 °C
for 30 seconds. The amplification was performed using the thermal cycler StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the data were processed
using StepOnePlus™ Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Table 1. Sequences details used for stallion sperm mRNA quantitative polymerase chain
reaction

. Annealin .
Gene Primer g Referéncias
temperatu re
F: 5 — CGATAGTGCACGAGACAGCAA — 3’ (ING et al.,
PRM1 58°C
R: 5 — ATGGTGGCATTTTCAAGATGTG - 3’ 2014)
F: 5 - CACACCCCGGAGAATATCGA — 3’ (ING et al.,
PRM2 58°C
R: 5 -~ CGTCGTCTGTAGCGGTAGTAGCT - 3’ 2014)
F:5 - GGTGCTGCGAGCCTTGTT - 3’ . (ING et al.,
Catsper 1 60°C
R:5 - TGAATATGGTCGTGAAGATGTTCTG -3 2014)
F: 5°- CGA CAT CCG TAAGGA CCTGT -3’
. . (COYNE et
P-actina  R: 5 - GTG GAC AAT GAG GCC AGA AT -3° 60°C al., 2009)

Abbreviation: PRM1, Protamine 1; PRM2, Protamine 2; Catsper 1, Cation Channel Sperm

Associated 1; F, forward; R, reverse.

2.6. Statistical analysis

The analyses were performed using Statistix 8 software. The variables were assessed

for normality by the Shapiro — Wilk test. The data were considered non-parametric and was
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performed the Kruskal Wallis Test. Gene expression of PRM1, PRM2 and Catsper 1 were
considered as dependent variables. The groups of stallions fertile and subfertile were considered
as independent variables. Data are presented as means * standard deviation. Differences P <
0.05 were considered significant. Pearson's simple correlation was performed to verify
relationships between the studied characteristics. With a significance level of P <0.05, medium
and high intensity correlations were considered, which comprised values between 0.40 and 0.60

and > 0.60 respectively.

3. Results

The results of semen analysis are shown in Table 2. The differences between the groups
to the expression of PRM1 (p = 0.039) and Catsper 1 (p = 0.046) gene are shown in figures 3
and 4, respectively. We found a trend between the groups to express PRM2 gene (p = 0.08), as

shown in Figure 3.

Table 2. Semen analysis

Fertile (mean £ SEM) Subfertile (mean + SEM)

Sperm concentration (x 108/mL) 106,500 0,707 180,00 £212,132
Hyposmotic (%) 69,000 + 8,485 52,500 +2,121
Fluorescence (%) 90,000 9,899 49,500 + 19,092
Normal morfology (%) 73,500 * 19,092 69,650 0,919
Minor defects (%) 8,250 +1,061 8,800 +£1,131
Major defects (%) 18,250 + 18,031 21,650 +1,909
Fertility (%) 70,500 +0,707% 30,000 +14,142°
™ (%) 76,500 +4,9502 33,650 +9,263°
PM (%) 49,500 + 16,970 16,450 + 2,616
FM (%) 9,750 +6,293 3,300 + 4,667
SM (%) 36,450 + 23,264 10,800 + 2,546
LM (%) 27,400 + 21,355 17,250 +6,576
Imobile (%) 14,100 +17,1122 66,350 +9,263°
VCL (um/s) 122,23 +22,062 66,291 + 25,037
VSL (um/s) 43,780 +8,487° 25,479 +7,168°
VAP (um/s) 54,258 +6,018°? 32,215 +8,895°
LIN (%) 0,329 + 0,005 0,326 +0,220
BCF (Hz) 18,349 +1,7362 9,832 +1,353°
ALH (um) 1,221 +0,177 0,669 + 0,202

Abbreviations: Total Motility (TM); Progressive Motility (PM); Fast Motility (FM); Slow
Motility (SM); Local Motility (LM); Curvilinear Velocity (VCL);
Straight Line Velocity (VSL); Average Path Velocity (VAP); Linearity (LIN) (VSL/VCL);
Beat Cross Frequency (BCF); Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH).
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Figure 3. Mean (x SEM) of PRM1 and PRM2 gene expression of sperm from fertile and

subfertile stallions. Different letters (A, B) indicate significant difference (P < 0.05).
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Figure 4. Mean (x SEM) of Catsper 1 gene expression of sperm from fertile and sub-fertile

stallions. Different letters (A, B) indicate significant difference (P < 0.05).

Correlation results between PRM1 / PRM2 ratio and sperm quality data are shown in

Table 3. The results of the correlations found between Catsperl gene expression and sperm

kinetic analysis are shown in Table 4.
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Table 3. Pearson coefficient of correlation between seminal parameters and the PRM1 / PRM2

ratio.
Membrane o vy Toal -\ obile VCL VAP BCF  ALH
integrity motility
R -0.8575 -0.8130 -0.8904 0.9096 -0.8521 -0.7294 -0.9259 -0.8530
P 0.0065 0.0141 0.0030 0.0017 0.0072 0.0400 0.0010 0.0071

Abbreviations: VCL, curvilinear velocity (um/s); VAP, average path velocity (um/s); BCF,
beat cross frequency (Hz); ALH, amplitude of lateral head displacement (um).

Table 4. Pearson coefficient of correlation between seminal variables and Catsperl gene.

Minor defects PM FM BCF
R -0.6916 0.8671 0.9698 0.6894
P 0.0390 0.0025 0.0000 0.0399

Abbreviations: PM, progressive motility (%); LM, local motility (%); FM, fast motility (%);
LIN, linearity (%); BCF, beat cross frequency (Hz).

4. Discussion

The present study demonstrated the genetic expression of PRM1, PRM2 and Catsper 1
in sperm of fertile and subfertile stallions. Several studies related protamines mRNA levels to
fertility (STEGER et al., 2003; AOKI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; STEGER et al., 2008).

In the present study, PRM1 mRNA levels were higher in the group of fertile stallions
compared to subfertile stallions.These results agree with the findings of Pardede et al. (2022)
that demonstrated a higher expression of PRM1 mRNA and more abundant PRM1 protein in
high fertile bulls than in low fertile bulls; and with the findings of Depa-Martinow et al. (2011)
that found a correlation between mRNA levels and PRML1 protein concentration, where both

would be increased in sperm from men who were successful in vitro fertilization.
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The results of this research demonstrate the difference in expression of PRM1 between
the groups; the changes in protamine expression probably originate from spermatogenesis as
demonstrated by Steger et al. (2003) who observed a significant decrease of mMRNA levels in
PRML1 in the groups of patients with compromised spermatogenesis. According to Paradowska-
Dogan et al. (2014), the protamines expression in stallions as well as in humans constitutes a
checkpoint of spermatogenesis and the protamine mRNA level may reflect spermatogenesis
quality and sperm fertilization capacity.

The PRML1 expression findings of the present study disagree with Ing et al. (2014) who
submitted stallion ejaculates to density gradient centrifugation and created two groups, one with
the dense sperm and the other with the less dense sperm. They found no differences in PRM1
MRNA levels between the two groups. We believe that this divergence between studies is due
to the methodology used, since the sperm selection of the same ejaculate does not reflect
problems in the spermatogenesis. Another work that disagrees with the present findings is the
one of Aoki et al. (2006) who evaluated mRNA levels and PRM1 protein concentrations in
infertile men and found higher PRM1 mRNA levels related to lower PRM1 protein
concentrations in infertile men, the hypothesis mentioned is that there was an error during
translation with consequent retention of mRNA.

There is no consensus between protamine levels and sperm Kinetics correlation
(KEMPSTY et al., 2007; DEPA-MARTINOW et al., 2011; JODAR et al., 2012; GANGULY
et al., 2013; HAMAD et al., 2019). The present study found no positive correlation between
PRM1 gene expression and sperm quality evaluations. These findings are consistent with
researches that found no correlation between PRM1 expression and sperm quality (HAMAD et
al., 2019), Jodar et al. (2012) found no significant differences between protamine gene levels
in sperm of asthenozoospermic infertile men compared to normozoospermic infertile men.
According to these authors, the results suggest that differences in protamines quantity are more
correlated with fertility than with motility parameters. Other studies have shown a relationship
between expression and sperm motility. Ganguly et al. (2013) compared PRM1 mRNA levels
in bulls with high and low sperm motility. They observed high levels of PRM1 mRNA
expression in good quality semen compared with the low quality. Kempsty et al. (2007) found
a higher level of PRM1 mRNA in sperm from normozoospermic men compared to
asthenozoospermic men. Depa-Martinow et al. (2011) found a positive correlation with sperm
quality and PRM1 mRNA levels.

The present research did not identified difference in PRM2 expression between groups.

These findings are according to the study that evaluated the PRM2 mRNA levels in fertile and
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infertile men and found higher levels, but with no statistical difference in fertile men (AOKI et
al., 2006), and agree to Avedafio et al. (2008) that found no differences in PRM2 mRNA
between the fertile men groups in comparison to the infertile ones and also agree from studies
that could not find any difference in PRM2 mRNA level among the analyzed groups (STEGER
et al., 2003; GANGULY et al., 2013).

In this research wasn’t verified correlations between PRM?2 and sperm quality, what
agrees with Ganguly et al. (2013) that compared the PRM2 mRNA levels in bulls with high and
low sperm motility and didn’t find relation to sperm quality. These current results differ from
the researches that had found positive correlation between the sperm quality and PRM2 mRNA
levels (DEPA-MARTINOW et al., 2011; HAMAD et al., 2019) and from Kempsty et al. (2007)
that had found higher levels of PRM2 mRNA in normozoospermic men’s sperm in relation to
the asthenozoospermic ones.

Most protamine researches were conducted in humans, and in these studies, subfertility
was correlated with abnormal histone persistence (ZHANG et al., 2006; HAMAD et al., 2019)
or an abnormal PRM1/PRM2 ratio in protein concentrations in sperm and in mRNA levels in
spermatids and sperm (STEGER et al., 2003; AOKI et al., 2006; DEPA-MARTYNOW et al.,
2012; ROGENHOFER et al., 2013). In humans, protein expression has a PRM1/PRM2 ratio of
approximately 1.0 (AOKI et al., 2005). Sperm from infertile men show altered PRM1/PRM2
ratio or undetectable PRM2 in mature sperm (SHARMA; AGARWAL, 2011), with a
PRM1/PRM2 >1 ratio (CARREL et al., 2001) and embryos derived from sperm deficient in
PRMZ2 had their development affected (CHO et al., 2003). Several authors (CARREL; LIU,
2001; AOKI etal., 2005; ROGENHOFER et al., 2013) have suggested the protamine ratio could
be used as a potential clinical parameter for evaluating fertility in humans. Paradowska-Dogan
et al. (2014) correlated the PRM2/PRML1 ratio in stallions with different fertility rates and
concluded that protamine gene levels in equine may reflect spermatogenesis quality and sperm
fertilizing capacity. The current study found a negative correlation between the PRM1/PRM2
ratio with fertility, which agrees with other studies that identified a higher value of the
PRM1/PRM2 ratio in subfertile groups.

The present study found correlation between PRM1/PRM2 ratio and sperm quality data,
which agrees with the findings of Rogenhofer et al. (2013) and Depa-Martinow et al. (2011)
and disagrees with studies that found no correlations between the PRM1/PRM2 ratio with
sperm number, motility and sperm morphology (HAMAD et al., 2017; 2019).

In the present work it was found differences in the levels of catsperl gene expression

between groups, where the expression was higher in fertile horses group compared to the
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subfertile one. The Catsper 1 gene encodes a calcium channel protein that is unique to the sperm
(LOUX et al., 2013). This protein is necessary for normal sperm motility and sperm penetration
into the zona pellucida (REN, 2001). Mice without any Catsper isoform are infertile (REN et
al., 2001; 1Q et al., 2007), and mutations in human castper 1 genes are associated with
infertility(AVENARIUS et al. al., 2009). The human Catsper gene is a potential target for male
infertility screening (REN et al. 2001). This gene was identified in stallion sperm (LOUX et al.,
2013) and was studied in stallion semen submitted to density gradient selection where it was
found lower Catsper 1 mRNA concentrations in dense sperm (ING et al., 2014 ).

The higher Catsper 1 expression in the present study agrees with the study that verified
reduced Catsper 1 protein expression in normospermic, asthenozoospermic and
oligozoospermic infertility men compared to fertile normospermic men (AL-MSAID; AL-
SALLAMI, 2018). Several correlations were found between Catsperl expression and sperm
quality parameters in the present study. Positive correlation was found with progressive,
circular, slow motility and morphology which agrees with AL-Msaid and AL-Sallami (2018)
who found positive correlation between Catsper 1 protein expression and sperm concentration,
progressive motility, and sperm with normal morphology in infertile men with no diagnosed
cause.

A group of researcher supplemented young and old mice with selenium
(MOHAMMADI et al., 2009) and vitamin E (MOHAMMADI et al., 2013) and evaluated their
effects on Catsper 1 and 2 gene expression and sperm parameters. There was an increase in
Catsper gene expression, mainly 1, and an improvement in seminal parameters. Results were
more expressive in older animals. They concluded that both selenium treatment and vitamin E
treatment increased Catsper 1 and 2 gene expression and improved sperm parameters
(concentration, morphology, motility, and viability rates). Subsequently, the same group
administered lead and mercury (MOHAMMADI et al., 2018) in adult mice and evaluated the
effects on Catsper 1 and 2 gene expression, in seminiferous tubules and sperm parameters. They
found degeneration of seminiferous tubules and decreased of sperm parameters in both
treatments. Catsper 1 and 2 gene expression decreased in both treatments, the improvement and
worsening relation of the sperm quality and the Catsper expression agrees with the correlation
findings of the present experiment. Both studies agree with the present results, we found
correlation between Catsperl expression and sperm morphology, progressive motility, slow
motility and BCF.

Tamburrino et al. (2014) found lower levels of Catsper 1 protein expression in

asthenozoospermic men compared to normozoospermic men and that this expression is highly
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correlated with the percentage of progressive motility in semen samples. They demonstrated
that an in vitro treatment with Catsper inhibitors strongly affected sperm kinetic parameters and
reduced total, progressive and rapid motility. The authors suggest there is a strong indication of
the connection between Catsper channel expression and function and sperm motility, which
agrees with the findings of the progressive motility correlation of the present experiment.

In conclusion, PRM1, PRM2 and Catsper 1 genes are expressed in equine sperm and
are related to fertility in stallions. Protamine 1 is probably more related to spermatogenesis
problems, while Catsper 1 gene expression seems to be more related to sperm quality. PRM1 /
PRM2 ratio has been shown to be positively related to sperm quality data. We suggest that

PRML1 and Catsper genes may be used as markers of fertility and sperm quality.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Existem inUmeras pesquisas sobre transcriptdmica associada a reproducdo em
humanos, e ja houve bastante avanco na identificacdo de genes com importancia na
reproducao e suas respectivas fungdes nessa espécie. Existem poucas pesquisas nesta
area relacionadas a reproducdo em equinos. Este estudo avaliou se trés genes, com
importancia e funcdo conhecida na reproducdo humana, poderiam servir como
marcadores de fertilidade e qualidade espermatica de garanhdes.

Os resultados deste estudo sdo promissores, e sugerem que 0 gene PRM1 poderia
ser utilizado como marcadore de fertilidade em garanhdes, enquanto o gene Catsper 1
poderia servir como marcador de fertilidade e de qualidade espermatica. Os genes PRM1
e PRM2 estariam relacionados com a espermatogénese, enquanto o Catsperl estaria
relacionado com motilidade espermatica. Seria interessante realizar novas pesquisas com
esses genes, incluindo também a avaliacéo das proteinas traduzidas por eles, em animais
férteis e animais com problemas de fertilidade conhecidos, tanto relacionados com a
espermatogénese quanto relacionados a motilidade espermatica.

Como existem varias causas de subfertilidade e infertilidade no garanhdo, a
realizacdo de mais estudos, com a inclusdo de outros genes que ja foram relacionados
com a reproducao e com a fertilidade, poderiam contribuir para o desenvolvimento de um

painel de marcadores que englobem as mais diversas causas de diminuicao de fertilidade.
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APENDICE | - FIGURA DAS PRINCIPAIS CORRELAGOES ENTRE OS GENES
ESTUDADOS

A figura abaixo mostra a rede de interacao entre 0s cinco principais genes que
exibem as maiores correlacbes com os genes alvo - PRM1 (protamine 1), PRM2
(protamine 2) e CATSPER1 (cation channel sperm associated 1). Cada circulo
representa um gene. O tamanho do circulo representa a for¢a das interacdes. As cores
do circulo representam possiveis funcées do gene. As linhas de conexdo entre os
circulos representam a interacdo entre 0s genes e a cor da linha representa os tipos
de interacdo. Os cinco genes que apresentaram as maiores correlacdes com o0s genes
alvo foram: CACNAL1I (calcium voltage-gated channel subunit alphal I); SRPK1 (SRSF
protein kinase 1); MDFI (MyoD family inhibitor); TNP1 (transition protein 1); SCRG1

(stimulator of chondrogenesis 1).

Networks Functions
Physical Interactions W fertilization
Co-expression cellular process involved in reproduction
Predicted B spermatid differentiation
Co-localization B DNA conformation change
Pathway B DNA packaging

Genetic Interactions germ cell development

Shared protein domains sexual reproduction

Fonte: https://genemania.org


https://genemania.org/
https://genemania.org/

