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RESUMO

O sucesso da Inseminacgéao Artificial em Tempo Fixo (IATF) se deve, em parte, a touros
férteis que produzem doses de sémen de qualidade. A avaliagcdo seminal pré e pos
descongelacdo, podem ser conduzidas por meio da cinética espermatica, morfologia
e morfo funcionalidade. Entretanto, estudos tém demonstrado que somente estas
analises in vitro ndo sao suficientes para predizer a fertilidade de um ejaculado. Neste
contexto, nos ultimos anos, experimentos tém buscado por biomarcadores proteicos
que apresentem relacdo com a fertilidade. A AKAP4 e sua precursora, proAKAP4,
ganharam destaque, por serem polipeptidios de presentes no flagelo espermatico, que
demonstraram, relagdo com a motilidade dos espermatozoides e com taxas de
fertilidade a campo. Diante do exposto, objetivou-se quantificar as concentracfes de
proAKAP4 em doses convencionais (n:8) e sexadas (n:6) de espermatozoides
criopreservados de reprodutores Bos indicus; além de relacionar a proAKAP4 em
doses de sémen de touros Nelore (n:9) a taxas de prenhez obtidas por meio de
programa de IATF. Além disso, 1507 vacas foram inseminadas artificialmente em
tempo fixo com doses de 9 partidas de sémen convencional avaliadas. As doses foram
descongeladas a 37°C por 30 segundos, em seguida foi conduzida a analise da
cinética espermatica, morfologia e morfo funcionalidade. As concentracdes de
proAKAP4 foram mensuradas por meio de kit ELISA seguindo as recomendacdes do
fabricante. O teste T foi utilizado para comparar variaveis entre dois grupos (sémen
sexado para fémea vs. sémen convencional), a correlagdo de Pearson avaliou as
relacbes entre a proAKAP4 e as caracteristicas cinéticas e morfofuncionais, e para
mensurar a influéncia da proAKAP4 sobre parametros in vitro foi conduzida uma
regressao linear. Considerou-se significAncia estatistica quando p<0,05. As doses de
sémen sexadas carreadoras do cromossomo X apresentaram maior concentracao de
proAKAP4 (67,54+17,40 ng/10°® de espermatozoides) quando comparadas as doses
convencionais (29,76+4,16 ng/10° de espermatozoides) (p=0,033). Contudo, ndo
foram encontradas rela¢des entre a quantidade de proAKAP4 e as variaveis cinéticas
e morfofuncionais nos espermatozoides sexados (p>0,05). Nas doses seminais
convencionais a proAKAP4 influenciou a motilidade espermatica (TM: r> = 0.49, P =
0.03); PM: r?2 = 0.63, P=0.01) e as taxas de concepc¢do obtidas na IATF (r? = 0.51,
P=0.03). Finalmente, concluiu-se que a proAKAP4 ndao € um biomarcador fidedigno
para sémen sexado para fémea, contudo é um excelente indicador de fertilidade em
doses de sémen convencional, e assim, acredita-se que futuramente podera ser uma
ferramenta na selecéo de touros Bos indicus férteis.

Palavras-chave: AKAP4; biomarcador; espermatozoides; fertilidade; IATF.
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ABSTRACT

The success of Fixed Time Atrtificial Insemination (FTAI) is related to fertile bulls which
produces sperm presenting high quality. The sperm evaluation before and post
thawing is conducted through sperm kinetics, morphology and morphofunctionality.
However, studies have shown that these in vitro analyzes may not be sufficient to
predict the fertility of an ejaculate. In recent years, experiments have searched for
protein biomarkers that are related to fertility. AKAP4 and its precursor, proAKAP4, are
being recognized, since these polypeptides are present in the sperm flagellum, and
demonstrated relationship to sperm maotility and fertility rates. The study aimed to
guantify the concentrations of proAKAP4 in conventional (n:8) and X-sorted (n:6)
doses of cryopreserved sperm from Bos indicus breeders; in addition to relating the
proAKAP4 from sperm straws of Nelore bulls (n:9) to pregnancy rates obtained by a
FTAI program. Besides, 1507 cows were artificially inseminated at a fixed time with
doses of 9 batches of conventional semen evaluated. The doses were thawed at 37°C
for 30 seconds, then the analysis of sperm kinetics, morphology and
morphofunctionality was conducted. ProAKAP4 concentrations were measured using
an ELISA kit following the manufacturer's recommendations. The T test was used to
compare variables between two groups (X-sorted sperm vs. conventional sperm), the
Pearson's correlation evaluated the relationships between proAKAP4 and kinetic and
morphofunctional characteristics, and to measure the influence of proAKAP4 on in vitro
parameters a linear regression was carried out, considering statistical significance
when P<0.05. The X-sorted sperm had a higher concentration of proAKAP4
(67.54+17.40 ng/108spermatozoa) when compared to conventional doses (29.76+4.16
ng/10%spermatozoa) (P= 0.033). However, no relationships were found between the
proAKAP4 and the kinetics or morphofunctional variables in X-sorted sperm (P>0.05).
At conventional sperm straws, proAKAP4 influenced sperm motility (TM: r?=0.49,
P=0.03); PM: r>=0.63, P=0.01) and the conception rates obtained in the FTAI (r>=0.51,
P=0.03). Finally, it was concluded that proAKAP4 is not a reliable biomarker for X-
sorted sperm, however it is an excellent indicator of fertility in conventional sperm
samples, and thus, it is believed that in the future it may be a helpful tool to selecting
Bos indicus bulls.

Key-words: AKAP4; biomarker; spermatozoa; fertility; TAI.
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1 INTRODUCAO

A implementacédo da Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF),
permite a multiplicacdo do rebanho com alto ganho genético, ao mesmo passo que
gera eficiéncia reprodutiva para um plantel (BARUSELLI et al., 2018; MARQUES et
al., 2018). Desta forma, nos ultimos anos, essa tecnologia tém sido amplamente
utilizada no Brasil, sendo que no ano de 2020 foram comercializados mais de 21
milhdes de protocolos hormonais para a IATF e 23 milhdes de doses de sémen bovino
criopreservadas (BARUSELLI, 2021).

Outro fator que chama a atencao na cadeia produtiva dos bovinos € o
emprego do sémen sexado, que possibilita a escolha do sexo do concepto (SCOTT et
al., 2018). A sexagem espermatica da espécie bovina vém sofrendo reformulacdes
em sua metodologia nos ultimos anos, tais como maior estabilidade nas variacdes do
pH, realizacdo da técnica em temperatura ambiente adequada e adicdo de
antioxidantes aos extensores de sémen, tudo isso com intuito de melhorar a qualidade
deste tipo de sémen e assim aumentar as taxas de prenhez na IATF (GONZALEZ
MARIN, 2020; MARQUES et al., 2018; SCOTT et al., 2018; THOMAS et al., 2019).

Devido ao touro e a qualidade seminal demonstrarem efeito sobre o
sucesso da IATF (DELLAQUA et al., 2009), salienta-se que a selecdo de reprodutores
€ de extrema importancia, e deve ser embasada no potencial de fertilidade e na
gualidade do sémen deste animal (FRASER, 2017). A taxa de prenhez é considerada
o melhor parametro para avaliar a fertilidade de um touro, no entanto, a avaliacéo
deste fator pode levar longos periodos de tempo (AMANN; DEJARNETTE, 2012;
HOLDEN et al., 2017). Assim, para garantir a qualidade seminal, e de certa forma,
predizer a fertilidade dos espermatozoides com maior agilidade, indmeros testes in
vitro podem ser executados (BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014).

As avaliacdes seminais mais utilizadas sao: cinética espermatica, que
pode ser feita de maneira subjetiva, ou objetiva com auxilio do sistema CASA (anélise
computadorizada de sémen); morfologia espermatica, a qual avalia a estrutura dos
espermatozoides; e a morfofuncionalidade, que pode ser realizada por meio da
citometria de fluxo, a qual € capaz de analisar uma gama de parametros espermaticos,
como funcdo mitocondrial e integridade de membrana (BERGSTEIN; WEISS;
BICUDO, 2014; GLIOZZI et al., 2017; KATHIRAVAN et al., 2011; SAACKE, 2008).
Embora estas analises, sejam essenciais para a comprovagdo da qualidade
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espermatica, nem sempre se relacionam a fertilidade a campo (KAYA; MEMILI, 2016;
SOMASHEKAR et al., 2017).

Em decorréncia das questdes abordadas, experimentos vém buscando
biomarcadores espermaticos que se relacionem diretamente com as taxas de
fertilidade (KAYA; MEMILI, 2016; SERGEANT et al., 2019). Sendo assim, o estudo de
proteinas que compde o espermatozoide em si, bem como proteinas presentes no
plasma seminal, podem vir a elucidar a fisiologia espermética, e se tornar marcadores
da fertilidade de ejaculados de touros (CODINA et al., 2015).

A proteina AKAP4 (proteina ancoradoura da quinase-4) e a proAKAP4
(precursora da AKAP4) vém ganhando destaque como potenciais biomarcadores
proteico (BLOMMAERT et al., 2018; DELEHEDDE et al., 2019). Esta proteina é parte
estrutural do flagelo espermatico e possui fungBes importantes relacionadas a
motilidade espermatica (SERGEANT et al., 2019; TURNER et al., 1999).

A proAKAP4 surge na fase de espermatide durante a
espermatogénese e atua como um estoque de AKAP4 (BROWN et al.,, 2004;
DELEHEDDE et al., 2019; SERGEANT et al.,, 2019; TURNER et al., 1999). O
polipeptidio ja foi avaliado em espermatozoides humanos (JUMEAU et al., 2018),
ovinos (RIESCO et al., 2020), equinos (BLOMMAERT et al., 2018), de dromedarios
(MALO et al., 2021) e bovinos de ragas taurinas (BASTAN; AKCAY, 2021). Estudos
anteriores ja descrevem a relacédo da proAKAP4 com a cinética dos espermatozoides
de machos Bos taurus e com taxas de fertilidade a campo (BASTAN; AKCAY, 2021,
RUELLE, I. et al., 2020). Em contraponto, vale salientar que had uma lacuna na
literatura acerca da avaliacdo da proAKAP4 em espermatozoides Bos indicus, seja
convencional ou sexado, e a relagcdo deste biomarcador com taxas de prenhez na
IATF.

A presente revisdo visa abordar o cenario da IATF no Brasil, a
congelacdo, sexagem e a aplicabilidade do sémen bovino em biotecnologias
reprodutivas. Além disso, o referencial tedrico também ird elucidar as principais
técnicas de avaliagdo seminal in vitro, a busca por marcadores de fertilidade de origem
proteica, e finalmente a relevancia da AKAP4 e proAKAP4 como biomarcadores

fidedignos de fertilidade no sémen bovino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

As biotécnicas da reproducdo animal sdo estratégias capazes de
agregar eficiéncia reprodutiva e melhoramento genético a um plantel, sendo a IATF
uma tecnologia de destaque neste cenario. A IATF possui a vantagem de suprimir a
visualizacao de estro, fator que gerava falhas na Inseminacéo Artificial convencional
(I1A) (BO et al., 2018).

2.1.1 Cenério da IATF no Brasil

Devido ao Brasil ser um dos maiores produtores de proteina bovina
no cenario mundial, o uso de biotecnologias reprodutivas se tornou essencial para a
manutencdo do pais nesta posicdo de destaque. Sendo assim, a IATF € uma das
biotécnicas em ascensao nos ultimos 20 anos no Brasil (SARTORI et al., 2016).

O crescimento econdmico da bovinocultura de corte, se da pelo maior
namero de bezerros nascidos por temporada (BARUSELLI et al., 2018). Neste
contexto, a IATF surge como uma ferramenta para agregar melhoramento genético
a0 mesmo passo em que maximiza a producéo de bovinos (BARUSELLI et al., 2018;
FARIAS et al., 2020).

Somente no ano de 2020, a inseminacao artificial cresceu 30% no
Brasil, sendo que dentre estes 30%, 90% foram executadas em tempo fixo. Ainda em
2020 mais de 21 milhdes de protocolos de IATF foram comercializados e empregados
em cerca de 20 milhdes de fémeas bovinas (BARUSELLI, 2021).

2.1.2 Inseminacao Artificial em Tempo Fixo em Fémeas de Corte: Definicdo e

Protocolos

A IATF envolve o uso de protocolos hormonais que induzem o estro e
a ovulacdo simultanea de varias fémeas bovinas em diferentes fases do ciclo estral, e
em seguida é realizada a IA de todas estas fémeas. Os principais protocolos utilizados

na América Latina, contém estradiol ou GnRH (Hormonio liberador de gonadotropinas)
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como base (BO et al., 2018).

O Ovsynch originalmente se baseia no emprego do GnRH. Sendo que
é feita uma aplicagdo deste horménio para iniciar o tratamento e induzir a liberagcado
de LH (hormdnio luteinizante) com intuito de promover a ovulagdo e iniciar uma nova
onda folicular. Passados 6 ou 7 dias da aplicacdo de GnRH, € ministrada uma dose
de prostaglandina F2a (PGF2a), que promove uma lutedlise da possivel primeira
ovulacdo. ApoGs 48 horas (D9) é feita uma segunda aplicacdo de GhnRH e no mesmo
momento as vacas séo inseminadas (BO; BARUSELLI, 2014; GEARY et al., 2001).
Embora este protocolo seja mais aplicado em fémeas de leite, nota-se que a adicao
do dispositivo de P4 pode promover um aumento significativo nas taxas de prenhez
guando esta metodologia é empregada em novilhas com aptiddo de corte
(GOTTSCHALL; ROCHA, 2018).

Os protocolos que se baseiam em estradiol associados a P4, sdo mais
utilizados em gado de corte na América Latina (BO et al., 2018). Embora os protocolos
possam sofrer algumas altera¢cfes nos dias de administracdo dos farmacos; em suma
0 procedimento se inicia com a insercdo de um dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) e administracdo de benzoato de estradiol (DO), ocasionando atresia
dos foliculos ovarianos e iniciando uma nova onda folicular. Depois de 7 dias (D7), o
dispositivo de P4 é retirado, é feita a aplicacdo de cipionato de estradiol (CE), e a
PGF2a é administrada, desta forma a lutedlise é confirmada e promove-se a ovulacao;
a inseminacdo é feita apos 48 horas (D9) (BO et al., 2018; BO; BARUSELLI;
MANPLETOFT, 2013).

Um estudo ja demonstrou que uma variacdo de 10 horas para a
retirada do dispositivo de P4 e aplicacdo do BE néo afeta a eficiéncia reprodutiva das
fémeas sincronizadas por protocolos hormonais (CREPALDI et al., 2019). Além disso,
0 uso de 250mg de progesterona injetavel realizada em DO do protocolo para IATF foi
testado como alternativa ao dispositivo intravaginal, entretanto, as taxas de prenhez
ainda foram superiores nas vacas em que se utilizou o dispositivo de P4 (MOROTTI
et al., 2018).

A aplicacdo da gonodotrofina coriénica equina (eCG) também esta
sendo empregada em protocolos de IATF, com a finalidade de promover o
crescimento folicular, principalmente em fémeas bovinas com frequéncia reduzida dos
pulsos de LH (BOTTINO et al., 2021; SALES et al., 2016). Nestes casos, a aplicacao

do eCG é realizada apo0s a retirada do implante de progesterona (BOTTINO et al.,
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2021; SALES et al., 2016). Vale ressaltar que a implementacdo do eCG em protocolos
de IATF promovem maior crescimento folicular, taxa de ovulacéo, fertilidade e
tendéncia a maior taxa de prenhez em fémeas Bos indicus (SALES et al., 2016;
SMALL et al., 2009).

2.1.3 Fatores que Influenciam os Resultados da IATF

Os indices da IATF sofrem influéncias extrinsecas ao protocolo como
manejo das fémeas bovinas, estresse térmico, problemas nutricionais, moléstias
infecciosas da esfera reprodutiva e baixa qualidade do sémen utilizado (FERNANDEZ-
NOVO et al., 2020).

O estresse térmico pode afetar negativamente as taxas de prenhez
mesmo em fémeas zebuinas submetidas a IATF (KAJAYSRI; WATTANANORASATE,
2018). Isto se da, pois o0 estresse calorico induz a crescente producéo e liberacdo de
cortisol, que por sua vez induz o declinio de estrogeno e consequente reducao na
expressdo do estro (BRIGGS; ROOD, 2003). Em animais zebuinos acredita-se que o
estresse térmico instalado nas fémeas inseminadas em tempo fixo possa reduzir a
viabilidade e capacitacédo espermatica dentro do sistema reprodutor das fémeas, além
de que a hipertermia em vacas inseminadas induz a perda embrionaria (HANSEN et
al., 2001; KAJAYSRI; WATTANANORASATE, 2018; LOPEZ-GATIUS, 2012).

Em se tratando de machos reprodutores, até mesmo 0s animais de
racas indicas sdo passiveis de sofrer os maleficios do estresse térmico, os quais se
refletem no aumento da temperatura testicular, levando a reducédo da concentracao
espermatica, danos na motilidade, morfologia e capacidade fertilizante dos
espermatozoides (MORRELL, 2020; RI1ZZOTO et al., 2020; ROMANELLO et al., 2018;
SHAHAT; RIZZOTO; KASTELIC, 2020). Um estudo recente, realizado em touros
Nelore em idade reprodutiva apontou que as altas temperaturas testiculares reduziram
significativamente a producdo de testosterona, aumentaram a expressdao de
compostos antioxidantes, além de lesar células presentes nos testiculos que sé&o
essenciais para a espermatogénese (RIZZOTO et al., 2020).

Ainda levando o clima em consideracao, este tem grande influéncia
sobre a producao de pastagem, e em consequéncia na disponibilidade de alimentos

para os bovinos. Sendo assim, a escassez alimentar e a restricio nutricional
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impactam negativamente no desenvolvimento inicial do embrido, podendo ocorrer
maiores perdas embrionarias (NEGREIROS et al., 2020; REESE et al., 2020a).

A nutricdo das fémeas inseminadas € outro fator capaz de garantir o
sucesso da IATF. O escore de condigéo corporal (ECC) reflete a condi¢ao nutricional
das vacas (AYRES et al., 2009), por isso, estudos demonstraram a relagéo entre o
ECC e a taxa de prenhez em vacas Bos indicus inseminadas em tempo fixo, sendo
que a taxa de gestacao tende a aumentar em fémeas com escore acima de 2,75
(escala de 1 a 5) (MORAES et al., 2019; PEREIRA et al., 2018; PFEIFER;
RODRIGUES; NOGUEIRA, 2021). Nota-se que fémeas com ECC acima de 2,75 tém
mais reservas eneérgicas, as quais serdo aplicadas no metabolismo hormonal. Isto se
deve ao fato de que a nutricgdo promove uma homeostase metabdlica, a qual controla
a secrecdo de hormonios reprodutivos, como leptina, IGF1 (fator de crescimento
semelhante a insulina 1) e Ghrelina. Além disso, fatores nutricionais tém acéao sobre
o crescimento folicular e desenvolvimento embrionario (BO; BARUSELLI, 2004;
D’OCCHIO; BARUSELLI; CAMPANILE, 2019; PEREIRA et al., 2018).

Uma questdo também relevante para obtencdo de resultados
satisfatorios € em relacdo a categoria animal. A literatura descreve que novilhas e
primiparas apresentam taxas de gestacdo mais baixas em relacdo as vacas, isto
provavelmente acontece em decorréncia da reducédo da frequéncia de pulsos de LH e
reducdo do crescimento folicular (BOTTINO et al., 2021; COLAZO; MAPLETOFT,
2014; FARIAS et al., 2020; LUCY; MCDOUGALL; NATION, 2004). JA4 em fémeas
recém paridas e lactantes, também observa-se a reducéo dos pulsos de LH, o que
poderia reduzir as chances reprodutivas desses animais, contudo, protocolos de IATF
contendo eCG podem melhorar o desenvolvimento folicular e com isso aumentar as
taxas de prenhez nesta categoria animal (SA FILHO, M. F. et al., 2010; SA FILHO,
Manoel F. et al., 2013).

No Brasil, a leptospirose, a diarreia viral bovina (BVD) assim como a
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) sdo consideradas moléstias endémicas e que
afetam a reproducéo dos bovinos (SARTORI et al., 2020). Desta forma, o calendario
sanitario adequado, com a vacinacdo para tais doencas tende a reduzir perdas
embrionarias e abortos, otimizando os resultados obtidos por programas de IATF
(ALFIERI et al., 2019; DE SOUZA SARTORI et al., 2020).

Taxas de prenhez dependem do desenvolvimento adequado dos

embrides e da placentacao, e para isto, tanto o o6cito quanto o espermatozoide tém
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funcdes essenciais. Sendo assim, sdo necessarias doses de sémen com qualidade
garantida (SEVERO, 2009), pois quando utilizados espermatozoides de baixa
gualidade, estes podem afetar negativamente os resultados da IATF (FARIAS et al.,
2020; SEVERO, 2009). O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal preconiza que
doses de sémen bovino criopreservadas para uso em biotécnicas reprodutivas, como
IATF, devem ter no minimo 30% de espermatozoides moveis e pelo menos 70% de

células espermaticas sem defeitos morfolégicos (CBRA, 2013).

2.2 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN BOVINO

A aplicacdo do sémen bovino criopreservado permitiu 0
estabelecimento de biotecnologias como a IA ou a IATF (UGUR et al., 2019). Estas
ferramentas foram significativamente capazes de maximizar a produgdo mundial de
alimentos ao possibilitar a conservacéo e propagacao de material genético melhorador
(GROTTER et al., 2019; PERIS-FRAU et al., 2020; UGUR et al., 2019).

Os primeiros dados acerca da congelacdo do sémen remetem a
Spallanzani no século XVIII, que preservou sémen no gelo (HEZAVEHEI et al., 2018;
ROYERE et al., 1996). A partir dai as técnicas para criopreservacdo do sémen
avancaram consideravelmente, se estabelecendo de fato na década de 1970
(GROTTER et al., 2019).

A principal funcdo da congelacdo espermatica € a manutencédo da
viabilidade celular ap6s a exposicédo a baixas temperaturas (GROTTER et al., 2019;
WOODS et al., 2011). Entretanto, é observado um decréscimo na qualidade e
fertilidade no sémen de ruminantes apés a descongelacao (PERIS-FRAU et al., 2020;
SHANGGUAN et al., 2020).

2.2.1 Crioinjurias dos Espermatozoides Bovinos

Em decorréncia do espermatozoide ser uma célula com menor
conteudo aquoso intracelular e membranas fluidas, acreditava-se que seriam mais
resistentes a criopreservagdo e descongelacdo. Contudo, a célula esperméatica é
passivel de sofrer inUmeros danos sob baixas temperaturas, resultando em

encolhimento da célula, desnaturacédo das proteinas que a compde, além de falhas
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irreversiveis na membrana plasmatica (KHALIL et al., 2018; UGUR et al., 2019).

A principio a membrana plasmatica dos espermatozoides é
influenciada pela quantidade de fosfolipidios que a comp&e (GROTTER et al., 2019).
Isto ocorre, pois conforme a temperatura decresce, a membrana vai perdendo sua
fluidez original passando do estado liquido para gelatinoso. Com isso, as cadeias de
acidos graxos se rearranjam, dando origem a uma estrutura rigida, porém fragil
(GROTTER et al., 2019; LEMMA, 2011; UGUR et al., 2019).

O estresse osmotico sofrido pelos espermatozoides durante a
criopreservacdo, € outro ponto que reduz a viabilidade espermatica pos
descongelacédo. A diluicdo do sémen bovino em extensores para a criopreservacao
submete os espermatozoides a um meio hiperténico, induzindo a saida de liquido
intracelular para o meio extracelular, que causa uma desidratacdo nas células. Os
danos espermaticos ocorrem quando a desidratacdo excede a resisténcia celular,
gerando injurias irreversiveis a membrana espermatica (GROTTER et al., 2019).

Outro fator que contribui para os crio danos aos espermatozoides
bovinos, € a formagéo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), como peroxido de
hidrogénio e anion superoxido. Sabe-se que em quantidades adequadas, as ROS
possuem funcdes fisiolégicas essenciais para capacitacdo espermatica. A toxicidade
destes compostos ocorre quando durante a criopreservacdo, a membrana das
mitocondrias ao sofrer injurias em sua fluidez aumenta a concentracdo de ROS
produzida. Estes radicais livres em excesso promovem danos ao DNA espermatico e
levam a peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica (GROTTER et al., 2019;
MOUSAVI et al., 2019; UGUR et al., 2019).

2.2.2 Diluentes para Criopreservacao do Sémen Bovino

A diluichio em extensores especificos para a congelacdo de
espermatozoides bovinos é essencial para a preservacdo do material genético, bem
como para a protecao das ceélulas as crioinjurias e, portanto, devem ser capazes de
manter as caracteristicas do sémen prévias a congelacéo. Os diluentes devem possuir
como componentes minimos: uma substancia isotbnica e tampdo que mantenha a
osmolaridade e o pH da célula; crioprotetor, para prevenir o choque térmico; uma fonte
de energia; e finalmente antibidticos para controle de microorganismos (RAHEJA et
al., 2018).
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Os crioprotetores previnem a formacao de cristais de gelo, além de
auxiliar na mitigacado do estresse osmatico e quimico. Sao classificados de acordo
com sua permeabilidade nas células, considerados permeaveis ou ndo permeaveis,
sendo que na maioria dos diluentes, ambos os tipos de crioprotetores estdo presentes
(KOWALCZYK; KUCZAJ; CZERNIAWSKA-PIATKOWSKA, 2020). Os principais
crioprotetores ndo permeaveis utilizados na congelacdo de sémen bovino incluem a
gema de ovo, leite, 4gua de coco e lecitina de soja; ja o glicerol é o crioprotetor
permeavel que apresenta melhores resultados para a congelacao de espermatozoides
bovino (KOWALCZYK; KUCZAJ; CZERNIAWSKA-PIATKOWSKA, 2020; MOUSAVI et
al., 2019; RAHEJA et al., 2018).

As substancias tampao tém a funcdo de manter o pH entre 6,8 a 7,1
e a pressao osmotica proxima de 300mMol, valores fisioldégicos do sémen. O tampéo
mais utilizado é o citrato, como citrato trissodico dihidratado, que tem capacidade de
neutralizar os ions hidrogénio produzidos pelo metabolismo celular dos
espermatozoides (HAFEZ; HAFEZ, 2016; LEITE et al., 2011).

A manutenc¢do energética se da pela producdo de ATP pelo préoprio
espermatozoide. Durante a criopreservagdo, alguns acUcares presentes nos
extensores fornecem energia para 0s espermatozoides, além de auxiliar na
manutencdo da membrana plasmatica da célula. Em diluentes que visam a
preservacdao do sémen bovino, a glucose e frutose sdo amplamente utilizados.
Contudo, estudos demonstraram que o uso de dissacarideos, por ndo serem
permedaveis pelos espermatozoides, interagem com os fosfolipidios de membrana, e
desta forma auxiliam na protecdo da membrana plasmatica durante a congelacao.
Vale destacar que a glucose € um dos componentes da gema de ovo, sendo que esta
substéancia, além de crioproteger as células, é também capaz de fornecer energia aos
espermatozoides bovinos (BUSTANI; BAIEE, 2021; KOWALCZYK; KUCZAJ;
CZERNIAWSKA-PIATKOWSKA, 2020).

A colheita de sémen ndo é um processo estéril, por isso o ejaculado
bovino é passivel de contaminagBes bacterianas. Estudos prévios, apontam que
ejaculados criopreservados com alta carga bacteriana demonstraram reducéo da
motilidade e viabilidade ap0s a descongelacdo (BANDAY et al., 2017; KUSTER,;
ALTHOUSE, 2016). Assim, € indispensavel a adicdo de antibidticos aos meios
diluentes para criopreservacao. Desta forma, os extensores podem incluir antibiéticos

como penicilina, gentamicina, estreptomicina e ceftiofur (BUSTANI; BAIEE, 2021;
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RAHEJA et al., 2018).

Estudos mais recentes tém buscado formas de implementar e
melhorar os diluentes para criopreservacdo seminal. Para tal, antioxidantes, como
vitamina E, selénio e melatonina, tém sido adicionados com intuito de reduzir a carga
de ROS produzida pelos espermatozoides e pela morte destas células (BUSTANI;
BAIEE, 2021; KOWALCZYK; KUCZAJ; CZERNIAWSKA-PIATKOWSKA, 2020;
RAHEJA et al.,, 2018). O impacto da adicdo de nano particulas de selénio em
extensores de sémen bovino também foi avaliado, com isso, a molécula na
concentracdo de 1pg/ml foi capaz de melhorar a qualidade espermatica pos
descongelacéo, refletida no acréscimo de 21,67% de motilidade progressiva em
relacdo ao grupo controle, além de aumentar a taxa de concepcao sob IA (90% de
taxa de concepc¢do no grupo 1ug/ml de nanoparticulas de selénio vs. 59% de taxa de
concepcgao no grupo controle) (KHALIL et al., 2019). Ja o resveratrol a 0,05mM, com
sua capacidade de proteger os espermatozoides das ROS, otimizou a qualidade
espermética pés-descongelagdo, contudo ndo foi capaz de maximizar a producdo de
embrides in vitro (ASSUNCAO et al., 2021).

A importancia do diluente se da, por ser um fator que influencia a
cinética espermatica pés descongelacdo, bem como as taxas de concepc¢do. Ao
comparar a congelacao de sémen bovino com um diluente a base de Tris-gema e um
extensor comercial, notou-se que a taxa de concepg¢éo em programa de IATF foi mais
alta nas amostras diluidas em Tris-gema e com concentracdo de 50x10° de
espermatozoides (CRESPILHO et al., 2014). O acréscimo do caseinato de sodio a 2%
tem o potencial de estabilizar a membrana esperméatica além de auxiliar na ligacéo do
gameta a zona pelucida do odcito, assim, a adicdo deste composto potencializou a
motilidade espermaticas pos descongelacdo sob estresse térmico, além de aumentar
as taxas de blastocistos produzidos in vitro e a taxa de prenhez a IATF (DINIZ et al.,
2020).

Novas abordagens para os diluentes de criopreservacéo estao sendo
analisadas, conforme a compreensdo acerca dos danos moleculares da
criopreservacao é elucidada. Com isso, avaliacbes de substancias que melhorem a
viabilidade poOs descongelacdo continuardo a ser pesquisadas (KOWALCZYK;
KUCZAJ; CZERNIAWSKA-PIATKOWSKA, 2020).
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2.2.3 Taxas de Congelacéo para o Sémen Bovino

As taxas de congelacdo sdo extremamente importantes para a
preservacdo de células esperméticas, pois a viabilidade das células depende da
reducdo metabdlica durante o processo de congelacéo, o qual deve prevenir o choque
térmico (DIAS et al., 2018; FORERO-GONZALEZ et al., 2012; SALAMON; MAXWELL,
2000). Assim, a congelacdo espermatica pode ser feita de forma lenta, rapida e
ultrarrdpida (HEZAVEHEI et al., 2018).

Quando os espermatozoides sao criopreservados de forma muito
lenta, as células ficam expostas a um meio hiperténico por um periodo muito longo, e
com isso, ocorre um aumento de eletrolitos intracelular, levando a deformacdes
morfolégicas (GROTTER et al., 2019; MERYMAN; WILLIAMS; DOUGLAS, 1977). Em
contrapartida, quando a congelacdo espermética se da de forma extremamente
rapida, os espermatozoides ndo desidratam o suficiente, e com isso, cristais de gelo
intracelular sdo formados (GROTTER et al., 2019).

A congelacdo lenta de espermatozoides bovinos promove a
desidratacéo das células mais vagarosamente, com intuito de prevenir a formacgéo de
cristais de gelo intracelular (BAIEE et al., 2020). O processo de criopreservacao lenta
compreende entre 2 a 3 passos e pode durar por volta de 4 horas, sendo caracterizada
pela reducdo de 1 a 2°C/minuto entre temperaturas de 5°C a -15°C, seguida da queda
de 4 a 5°C entre os -15 a -79°C (FORERO-GONZALEZ et al., 2012; HEZAVEHEI et
al., 2018; POLGE, 1957).

J& a criopreservacao rapida, compreende um decréscimo de 30°C a
50°C/minuto, entre 5°C até as doses atingirem temperaturas negativas (DALAL et al.,
2018; KUMAR; MILLAR; WATSON, 2003). Maior motilidade e viabilidade pos
descongelacdo foi observado em espermatozoides que sofreram reducdo de
30°C/minuto ou 50°C/minuto entre -5°C e -50°C (KUMAR; MILLAR; WATSON, 2003).

A congelacao ultrarrapida de espermatozoides consiste em submergir
as palhetas contendo gametas masculinos diretamente em nitrogénio liquido
(GROTTER et al., 2019). Uma das vantagens da vitrificacdo espermatica diz respeito
a reducdo de toxicidade dos crioprotetores e menor estresse osmoético, além de
impedir a capacitacdo espermatica precoce que se da durante a criopreservacao
(GROTTER et al., 2019; ISACHENKO et al., 2003). Para espermatozoides bovinos,

esta técnica ainda se encontra em fase experimental, e demonstrou baixos resultados
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de cinética pos-descongelacédo, por isso novos estudos devem ser conduzidos para
aprimorar a metodologia e as temperaturas de descongelacdo (BAIEE et al., 2020;
GROTTER et al., 2019).

Um estudo conduzido por ZOCA et al. (2021) avaliou os fenbmenos
observados no espermatozoides ao longo do processo de criopreservagcao, assim, a
reducdo de 0,25°C das amostras a partir de 22°C até estas atingirem 5°C foi
considerada a etapa de refrigeracdo; em seguida, houve uma fase de equilibrio, em
que as amostras se mantiveram a 5°C por 1 hora; ap0s ocorreu a congelacdo das
amostras, com queda de 20°C/minuto até as doses atingirem -196°C. A partir da
analise, constatou-se que a refrigeracéo altera o remodelamento do citoesqueleto, ja
a fase de equilibrio é a que menos promove injurias as células, e finalmente, durante
a congelacdo é que ocorrem danos a membrana plasmatica e ao potencial
mitocondrial.

Destaca-se que as curvas de descongelacao tém tanto impacto sobre
a viabilidade espermatica quanto a congelacdo (GROTTER et al., 2019). Isto se deve
ao fato de que a descongelacao promove o inverso da criopreservacao, pois ocorre o
influxo de agua para dentro dos espermatozoides (BINIOVA et al., 2018). Assim, para
doses destinadas a IA, um recente estudo demonstrou que a descongelacao de doses
a 37°C por 30 segundos obteve maior motilidade dos espermatozoides, em relacdo a
curvas de descongelacdo de 35°C por 40 segundos ou 40°C por 40 segundos
(GOSHME et al., 2021).

2.2.4 Comercializacdo de Sémen Bovino Criopreservado no Brasil

No Brasil, a lei 6.466 de 05 de outubro do ano de 1977, regulamentou
a fiscalizacdo do sémen de animais domésticos a serem aplicados em inseminacao
artificial. Contudo, foi somente numa instru¢cdo normativa, datada de 14 de janeiro de
2004, que se instituiu padrdes de qualidade minimos para a comercializacdo de
sémen de animais de producdo (motilidade minima de 30% e pelo menos 70% de
espermatozoides com morfologia normal), atendendo as exigéncias propostas pela
SARC (Secretaria de Apoio Rural e Cooperativismo).

Durante o primeiro semestre de 2021 (janeiro a julho) foram
produzidas mais de 10 milhées doses de sémen bovino no Brasil, sendo um aumento

de 103% em comparacdo ao mesmo periodo de 2020 (ASBIA, 2021). Além disso,
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constatou-se um acréscimo de 35,7% na venda de doses de sémen bovino entre os
anos de 2020 para 2021 (ASBIA, 2021).

Estudos também demonstram a ascensédo do uso do sémen sexado,
em particular do SexedULTRA™ uma nova metodologia de sexagem que agrega
maior concentracdo espermatica, e vem mostrando alta eficiéncia a campo
(MARQUES et al., 2018).

2.3 SEXAGEM DO SEMEN BoviINO

A sexagem de espermatozoides bovinos se iniciou nos anos 1990, e
e crescente desde entdo (REESE, 2021). O aumento da aplicacdo deste tipo de
sémen se deve ao fato de produzir conceptos do sexo de interesse para a pecuaria, e
assim, reduzir o tempo de melhoramento genético e maximizar os lucros obtidos,
tornando a criacdo mais rentavel (MARQUES et al.,, 2018; SCOTT; SOUZA;
ARISTIZABAL; et al., 2018; THOMAS et al., 2019).

A pratica de segregar espermatozoides pelos cromossomos sexuais
se tornou uma realidade devido as diferencas entre os espermatozoides que carreiam
0 cromossomo X dos que possuem o cromossomo Y. A principio, sdo observadas
diferencas fisicas entre espermatozoides X e Y, como tamanho, peso, densidade,
velocidade e cargas elétricas presentes na superficie da célula (GARNER; SEIDEL,
2008). Entretanto, a possibilidade de sexar espermatozoides surgiu em decorréncia
da diferenca de 3 a 4,2% do comprimento total entre os cromossomos X e Y
(GARNER; SEIDEL, 2008; HENDRIKSEN et al., 1996; MORUZZI, 1979; RAHMAN;
PANG, 2020).

2.3.1 Principais Métodos de Sexagem de Espermatozoides Bovinos

2.3.1.1 Citometria de fluxo

Por meio das diferengas entre espermatozoides X e Y, constatou-se
que o corante Hoechst 33342 é capaz de permear as células espermaticas e corar o
DNA, e assim, o software de avaliacado capta a fluorescéncia e diferencia de forma

quantitativa os espermatozoides X das células esperméticas Y. Sendo tal segregacéo
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realizada por meio da citometria de fluxo (GARNER; SEIDEL, 2008; VISHWANATH,;
MORENO, 2018).

A principal forma de sexagem de espermatozoides bovinos é a
citometria de fluxo. Esta técnica consiste na diluicdo da amostra seminal em um meio
aguoso contendo uma sonda fluorescente. Assim, a amostra diluida é captada por um
tubo, em seguida, um a um dos espermatozoides presentes no meio liquido passam
por um laser, excitando a sonda, que por sua vez emite uma fluorescéncia. Devido a
maior quantidade de DNA presente nos espermatozoides X, estes refletem maior
intensidade de fluorescéncia sob a sonda Hoechst 33342 (GARNER; EVANS;
SEIDEL, 2013; SCOTT et al., 2018; SEIDEL, 2007).

Apés a passagem pelo fluxo, os espermatozoides avaliados pelo
software especializado, segrega as células por meio da adi¢do de cargas elétricas. Os
espermatozoides X recebem cargas positivas, enquanto que os espermatozoides Y
sao acrescidos de carga negativa. Com isso, na saida do fluxo, os espermatozoides
X sdo atraidos por um campo elétrico negativo, e as células espermaticas Y seguem
por um campo positivo, sendo cada tipo de espermatozoide captado por um tubo.
Ademais, aos espermatozoides que nao foi possivel determinar uma carga seguem
um caminho proprio, e por isso, trés fluxos sao recolhidos (SCHENK; JR, 1999;
SCOTT et al., 2018; SEIDEL, 2007).

Por se tratar de uma andlise realizada célula por célula de uma
amostra seminal, a sexagem por citometria de fluxo, é lenta, podendo levar mais de
uma hora para ser conduzida. Ressalta-se que as doses de sémen sexado de forma
convencional, possuem uma concentracdo baixa, carregando em torno de 2x10° de
espermatozoides por palheta (GARNER; EVANS; SEIDEL, 2013; SCOTT et al., 2018;
SEIDEL, 2007). A sexagem por meio da citometria de fluxo, pode atingir até 90% de
acuracia (JOHNSON, 2000; RAWAT; SHARMA, 2021).

Contudo, a sexagem pode ser um processo nocivo as ceélulas
esperméticas. Tanto que, amostras de sémen sexado apresentam reducdo em
parametros de motilidade, potencial mitocondrial e viabilidade de membrana, quando
comparados a espermatozoides convencionais (ndo sexados) (CARVALHO et al.,
2018).
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2.3.1.2 SexedULTRA™

Nos dultimos anos, uma nova técnica de sexagem, chamada
SexedULTRA™, pertencente a empresa Sexing, esta se destacando. Trata-se de uma
metodologia patenteada, que aprimorou as metodologias de sexagem ja disponiveis
no mercado (MARQUES et al., 2018; THOMAS et al., 2019).

Por meio desta tecnologia a sexagem de sémen bovino se tornou mais
produtiva, ao proporcionar a confeccao de até 300 doses de sémen sexado por dia
(GONZALEZ-MARIN et al., 2018). Uma outra inovagédo € a maior concentragio de
espermatozoides por palheta, podendo chegar até a 4x10° espermatozoides
(THOMAS et al., 2019).

Estudos demonstraram que a viabilidade e integridade do sémen
SexedULTRA™ sao superiores a amostras seminais sexadas de forma convencional
(GONZALEZ-MARIN et al., 2018), além de atingir uma acuracia de 88% de sexagem
na producdo de conceptos por IATF (KASIMANICKAM; KASIMANICKAM,;
RATZBURG, 2021). Contudo, quando comparado ao sémen convencional,
empregado na IATF, as doses seminais SexedULTRA™ ainda apresentam taxas de
prenhez significativamente reduzidas, sendo 60% de taxa de prenhez com sémen
convencional, em comparacdo a 52% apresentado ao utilizar-se sémen sexado
(THOMAS et al., 2017, 20199).

2.3.2 Uso do Sémen Sexado em Biotécnicas Reprodutivas

Dentre os principais beneficios acerca do uso do sémen sexado em
biotecnologias reprodutivas, dizem respeito a reducao de 20% da ocorréncia de partos
distocicos em doses sexadas para fémea, melhoramento genético de novilhas de
reposicao de uma propriedade, e a praticidade de produzir bezerros do sexo desejado
(DRAKE et al., 2020; SEIDEL, 2003).

Por mais tecnologias que sejam aplicadas na sexagem, o uso do
sémen convencional continua a gerar taxas de prenhez e concepcao mais altas do
que o emprego do uso sexado (SA FILHO et al., 2014). Uma meta-analise esclarece
gue as taxas de prenhez giram em torno de 43% quando aplicado o sémen sexado,
contra a média de 56% para doses de sémen convencional (REESE et al., 2021).

Estudos recomendam o uso sémen sexado na IATF em vacas que
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apresentem foliculo dominante e demonstracéo de estro, pois estes fatores aumentam
as chances de prenhez utilizando este tipo de sémen (SA FILHO et al., 2012).
Ademais, ao utilizar sémen sexado na IATF nota-se que novilhas apresentam maiores
taxas de prenhez quando comparadas a vacas (DEJARNETTE; NEBEL; MARSHALL,
2009; PELLEGRINO et al., 2016). Assim, verificou-se semelhanca estatistica para
taxa de concepcéao entre sémen sexado (63,8%) e convencional (61,9%), quando as
fémeas expressavam estro no momento da IATF (CRITES et al., 2018).

Para a producéo de embrides, tanto in vivo quanto in vitro, 0 sSémen
sexado também foi empregado. Em fémeas superovuladas, o sémen sexado
minimizou em até 35% a producao de embrides viaveis e reduziu em 12% as taxas de
prenhez de embrides transferidos (HALL; GLAZE, 2014; MIKKOLA; ANDERSSON,;
TAPONEN, 2015; PEIPPO et al., 2009; SOARES et al., 2011). Uma outra questao
preocupante, é que embrides fertilizados in vitro com amostras seminais sexadas
demonstram menores taxas de clivagem e Dblastocistos, podendo gerar
desenvolvimento embrionario anormal e até mesmo anomalias fenotipicas nos
bezerros (HALL; GLAZE, 2014; REESE et al., 2021).

2.4 AVALIACAO DO SEMEN BovINO

A avaliacdo do sémen a ser empregado em técnicas de reproducéo
assistida € de extrema importancia. A partir destas metodologias é possivel identificar
falhas na espermatogénese e reconhecer a qualidade seminal de um animal
(BINSILA, 2019; KASTELIC; THUNDATHIL, 2008; RUELLE et al., 2019).

Rotineiramente, as principais avaliacbes seminais executadas
incluem: avaliacdo da cinética espermatica, podendo ser realizada de forma objetiva
pelo sistema CASA (analise computadorizada de sémen); morfologia espermatica, a
qual analisa alteracdes conformacionais de células espermaticas, fator que reflete
transtornos durante a formacéo dos espermatozoides, bem como sua maturacgao; e
sua morfofuncionalidade, que pode ser avaliada sob citometria de fluxo, gerando
resultados acerca da funcédo mitocondrial e viabilidade espermética (BINSILA, 2019;
GLIOZZI et al., 2017; SERGEANT et al., 2019).

Estudos recentes tém demonstrado que a associacdo de técnicas
promovem resultados mais acurados em relacéo a fertilidade espermatica (GLIOZZI

et al., 2017; SIMONIK et al.,, 2015). Somente o uso de avaliacGes de rotina nem
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sempre sdo capazes de predizer a fertilidade do animal, neste contexto, métodos de
analise molecular do sémen bovino, como estudo das proteinas espermaticas,
apresentam relacdes com taxas de fertilidade, que podem vir a agregar na selecéo de
touros para programas reprodutivos (CODINA et al., 2015; SERGEANT et al., 2019).

2.4.1 Avaliacéo da Cinética Espermatica e o Sistema CASA

A principio, a avaliacdo do movimento dos espermatozoides era feita
de maneira subjetiva, e classificada em porcentagem para motilidade e o nivel de
atividade ou vigor era avaliado em escore de 0 a 5 (CBRA, 2013; HOLT; CUMMINS;
SOLER, 2018). Com o intuito de minimizar potenciais erros gerados pela subjetividade
na analise da cinética espermatica em microscopia éptica, adotou-se o uso da técnica
computadorizada (BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014; KATHIRAVAN et al., 2011,
SIMONIK et al., 2015).

Em suma, o sistema CASA consiste numa camera acoplada a um
microscopio de contraste de fases. As imagens obtidas sdo enviadas a um
computador, que contém um software capaz de avaliar em tempo real a trajetéria dos
espermatozoides (HOLT; CUMMINS; SOLER, 2018; KATHIRAVAN et al., 2011). O
software reconstréi a trajetéria de cada uma das células analisadas, devido a
sequéncia de fotos tiradas a cada segundo do campo selecionado ao digitalizar as
cabecas dos espermatozoides. Vale ressaltar que a acuracia da avalicdo do sistema
CASA é dependente do conhecimento do manipulador, além de necessitar aplicacédo
de um setup adequado a andlise de cada espécie (KATHIRAVAN et al.,, 2011;
MUREKEZI et al., 2017; SINGH, A. K.; KUMAR; BISLA, 2021; YANIZ et al., 2018).

Embora o sistema CASA forneca dados confidveis sobre a cinética
dos espermatozoides, notam-se algumas desvantagens: devido a existéncia de
inUmeros softwares para andlise espermatica computadorizada, ndo ha ainda uma
padronizacdo do setup e dos parametros avaliados, além disso, pode haver variacao
para volume minimo da amostra entre equipamentos, bem como divergéncias entre
0s tipos de camara utilizada para esta avaliagcdo, auséncia de calibragem para sémen
de animais de racas diferentes e preparacdo da amostra (BOMPART et al., 2019).
Fatores estes que tornam menos fidedigna a comparacéao entre diferentes sistemas e
diferentes laboratorios (KATHIRAVAN et al., 2011; LAMMERS et al., 2014; LU;
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HUANG,; LU, 2014; SIMONIK et al., 2015).

Os principais parametros analisados pelo sistema CASA incluem:
motilidade total (TMOT-%), que afere a quantidade de espermatozoides moéveis;
motilidade progressiva (PMOT-%), fornece a quantidade de espermatozoides moveis
com trajetdéria em linha reta; velocidade de trajeto (VAP-um/s), mostra a velocidade da
trajetéria média dos espermatozoides; velocidade progressiva (VSL-um/s), aponta a
distancia entre inicio e fim da trajetéria dividida pelo tempo decorrido; velocidade
curvilinea (VCL-um/s), apresenta a velocidade da trajetéria do espermatozoide;
amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH-pm), remete a largura média da
oscilacdo da cabeca do espermatozoide durante seu deslocamento; frequéncia de
batimentos cruzados flagelares (BCF-Hz), aponta a frequéncia com que a linha da
cabeca espermatica atravessa a trajetoria celular; retilinearidade (STR-%), resulta da
relacdo entre VSL e VAP; linearidade (LIN-%), é a razdo entre VSL e VCL
(BERGSTEIN; WEISS; BICUDO, 2014; SIMONIK et al., 2015). As caracteristicas mais
relevantes aferidas pelo sistema CASA encontram-se representadas na Figura 1.

Figura 1: Representacdo grafica da trajetéria de um espermatozoide avaliado pelo
sistema CASA, contendo os parametros da cinética espermatica fornecidos pelo
sistema CASA:

VAP (um/s): velocidade da trajetéria média dos espermatozoides; VSL (um/s): distancia entre inicio e
fim da trajetoria dividida pelo tempo decorrido; VCL (um/s): velocidade da trajetéria do espermatozoide;
ALH (um): largura média da oscilagdo da cabega do espermatozoide durante seu deslocamento
Fonte: Autor, adaptado de KATHIRAVAN et al. (2011) e SINGH; KUMAR; BISLA (2021).
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Devido a objetividade fornecida pelo sistema CASA, alguns estudos
visaram relacionar os parametros cinéticos com resultados de fertilidade seminal sob
biotécnicas reprodutivas. O estudo de FARRELL et al. (2002) detectaram resultados
positivos ao correlacionar varios parametros do CASA com a fertilidade em sémen
bovino a fresco. Ja na IA convencional, o VCL e a porcentagem de espermatozoides
rapidos demostraram ser bons preditores da capacidade fertilizante do sémen
(SUZUKI et al., 2004). Ao avaliar cada parametro individualmente, o estudo de NAGY
et al. (2015), evidenciou que os valores de VAP tiveram uma relagao positiva com a
fertilidade de espermatozoides bovinos pos descongelacdo. Em doses inseminantes
utilizadas para a IATF, foi observada relacéo entre motilidade total e progressiva com
as taxas de fertilidade a campo (OLIVEIRA et al., 2013). Em experimento mais recente
observou-se altas correlacéo para VCL, VAP, VSL e ALH com as taxas de prenhez de

doses de sémen bovino pés-descongelacao (INANC et al., 2018).

2.4.2 Avaliacédo da Morfologia Espermatica

A morfologia espermética é capaz de refletir a qualidade da
espermatogénese e maturacéo espermatica, além de retratar influéncias externas que
possam prejudicar a producéo espermatica (KAYA et al., 2014). Por isso, nos ultimos
30 anos, esta técnica se tornou parte essencial da avaliagcdo seminal (GATIMEL et al.,
2017).

Espermatozoides com anomalias morfolégicas sdo associados a
subfertilidade e até mesmo a infertilidade do touro (SAACKE et al., 1998). Sendo
assim, para que um ejaculado ou uma dose seminal possa ser utilizada em
biotecnologias reprodutivas, o valor maximo de 30% de anormalidades morfolégicas
€ aceitavel na espécie bovina, sendo divididos em defeitos maiores (associados a
espermatogénese) e menores (relacionados a maturagdo e armazenamento
espermatico) (CBRA, 2013).

A revisao conduzida por SAACKE (2008) demostrou que a morfologia
espermética € uma das melhores avaliacdes para identificar touros que apresentem
alguma deficiéncia a ponto de exclui-los da reproducédo. Uma outra pesquisa foi capaz
de detectar que espermatozoides de morfologia anormal apresentam valores
significativamente maiores de danos ao DNA celular (ENCISO et al., 2011). Ademais,

foi elucidada uma relacdo entre a morfologia espermética e a taxa de concepg¢éo sob
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IA convencional (AL-MAKHZOOMI et al., 2008).

Recentemente um longo estudo foi conduzido para associar 0s
principais defeitos morfoldgicos a racas de touros, estacfes no ano e idade dos
animais, e observou-se que existe uma influéncia da racga, idade e regido de criagcéo
dos touros sob a porcentagem de espermatozoides normais, entretanto, nesta analise
as estacdes do ano ndo atuaram sob a morfologia de células espermaticas dos
bovinos (FELTON-TAYLOR et al.,, 2020). Em contrapartida, a literatura, demonstra
que o estresse térmico gera redugdo da qualidade espermatica, bem como o aumento

de anormalidade morfolégicas nos espermatozoides (LEITE et al., 2021)

2.4.3 Avaliacdo Morfofuncional dos Espermatozoides Bovinos por meio da Citometria

de Fluxo

Com o avanco na aplicacdo do sémen bovino congelado para
biotecnologias reprodutivas, e consequente aumento aos danos morfofuncionais
gerados pela criopreservacdo, buscou-se tecnologias que avaliassem as injurias
espermaticas de forma mais acurada. Neste contexto, a analise seminal por meio da
citometria de fluxo se tornou uma ferramenta de alta confiabilidade (GLIOZZI et al.,
2017).

A citometria de fluxo se destaca por sua capacidade de analisar uma
grande quantidade de células em um curto espaco de tempo, além de apresentar
resultados altamente precisos (KANNO et al., 2016; VINCENT et al., 2021). A amostra
seminal é diluida em solucéo fluida e acrescida de sondas fluorescentes, assim ao
passarem por um laser, excita a sonda, que por sua vez tem a emissdo de
fluorescéncia aferida por um software (VINCENT et al., 2021).

Cada sonda fluorescente tem intuito de avaliar um aspecto
morfofuncional do espermatozoide. Assim, a diferenciagdo entre espermatozoides e
debris celulares é feita a partir da sonda SYBR 14, capaz de corar DNA; a probe
Hoechst 33342, também seleciona espermatozoides, porém para uso desta é
necessario que o equipamento possua um laser ultravioleta. Ja para a integridade de
acrossoma emprega-se a sonda FITC, a base da planta Pisum sativum, que ira
penetrar e corar somente espermatozoides com acrossoma lesado. Para anélise de
integridade de membrana utiliza-se lodeto de propidio (PI), SYBR 14, ou até mesmo

ambos concomitantemente, pois enquanto o Pl marca células com membrana
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danificadas na cor vermelha, a SYBR 14 fluoresce em verde os espermatozoides
viaveis. Para a funcionalidade de mitocondria existem duas principais sondas: a JC-1
gue formam agregados em mitocondrias que possuam alto potencial de membrana,
emitindo fluorescéncia na cor laranja; e a outra opcdo € a Mitotracker, a qual se
difunde passivamente na mitocondria e se liga ao grupo tiol (SH) das mitocondrias
ativas. A integridade de DNA também pode ser analisada pela citometria de fluxo por
meio do ensaio da estrutura da cromatina espermatica, no qual, os espermatozoides
com DNA fita simples emitem a cor laranja, e os que apresentam DNA fita dupla
emitem a fluorescéncia em verde. Por fim, também é possivel mensurar a producéo
de ROS de uma amostra seminal a partir da peroxidacao lipidica em espermatozoides,
sendo que a hidroetidina, apresenta a oxidagao em citoplasma ao emitir a cor azul, a
Mitosox obtém resultados acerca da formacédo de O2 em mitocOndria, enquanto a
sonda CellRox detecta O2 e o radical hidroxila (DOLNIK et al., 2019; PENA; ORTEGA
FERRUSOLA; MARTIN MUNOZ, 2016; VINCENT et al., 2021).

Apesar dos laboratorios de andlise de sémen estarem em plena
modificacdo e moderniza¢do, nem todos 0s locais possuem acesso a tecnologia da
citometria de fluxo. Isto se deve aos altos custos tanto do citbmetro de fluxo em si,
guanto das sondas fluorescentes necessaria para as avaliacfes. Ressalta-se ainda
que a manipulacdo do equipamento e interpretacdo dos resultados exige um
conhecimento mais aprofundado, sendo imprescindivel a realizacdo de cursos e
treinamentos (PENA; ORTEGA FERRUSOLA; MARTIN MUNOZ, 2016; VINCENT et
al., 2021).

A literatura cientifica indica que somente os parametros avaliados
pela citometria de fluxo ndo fornecem altas correlagcbes com indices de fertilidade
(DEJARNETTE et al., 2021; GLIOZZI et al., 2017; SELLEM et al., 2015). Contudo,
guando a citometria € empregada em associacdo a outras analises seminais (por
exemplo, a cinética espermatica no sistema CASA), os dados fornecidos sdo mais
acurados com relagéo a fertilidade em doses de sémen bovino, podendo auxiliar na
selecéo de reprodutores (DEJARNETTE et al., 2021).

2.4.4 Andlise de Proteinas Espermaticas

Para que o espermatozoide fertilize 0 o0cito, é essencial que o gameta

masculino possua motilidade adequada para percorrer o trato genital feminino e passe
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pela capacitacdo espermatica. Estes eventos se tornam possiveis em razdo do
envolvimento de inUmeras proteinas, tanto do préprio espermatozoide, quanto do
plasma seminal (GOVINDARAJU et al., 2012; MOURA et al., 2007). Sendo assim,
devido ao envolvimento das proteinas com a capacidade fertilizante, estudos tem
buscado por polipeptidios de acdo especifica, que possam ser utilizadas como
biomarcadores (D’AMOURS et al., 2009; REGO et al., 2016).

As proteinas presentes no plasma seminal desenvolvem papeis
importantes sobre a fertilidade e congelabilidade de ejaculados bovinos (MEMILI et
al., 2008; REGO et al., 2016). Em touros Bos indicus foram detectadas proteinas
presentes no plasma seminal que podem determinar a baixa capacidade de
congelacdo de um ejaculado, além de estarem envolvidas com a maturacéo,
capacitacado e fertilidade espermatica, como a espermadesina e BSP5 (REGO et al.,
2014, 2016). Ja em racas taurinas, a abundancia das proteinas NAD(P)(+)-arginina,
ADP ribosiltransferase, prosaposina e proteina transmembrana 2, expressas no fluido
seminal, apresentaram alta correlagédo com a fertilidade de touros (VIANA et al., 2018).

Pesquisas tém avaliado divergéncias no conjunto de proteinas que
compde os espermatozoides sexados, SCOTT et al. (2018) observaram que oito
proteinas se apresentaram em concentracdes diferentes entre os espermatozoides X
e Y, sendo envolvidas na funcdo mitocondrial e producdo energética da célula; e
concluiram que os espermatozoides carreadores do cromossomo X possuem maior
perda de proteinas mitocondriais. Na comparacdo entre espermatozoides sexados
para fémea com células espermaticas nao sexadas, notou-se que a primeira categoria
apresenta menor concentracdo de proteinas do citoesqueleto espermatico
relacionadas na capacitacdo e reacdo acrossomal, entretanto, as proteinas de fibra
densa do flagelo eram mais expressas nos espermatozoides sexados, tais diferencas
entre 0s espermatozoides sexados e ndo sexados podem ter ocorrido devido
modificacdo ou degradacdo de proteinas pos-traducionais (MOSTEK; JANTA,;
CIERESZKO, 2020).

Outro fator descrito por pesquisadores sao as proteinas que podem
estar envolvidas ao mecanismo da motilidade espermatica (SINGH et al., 2018;
SOMASHEKAR et al., 2017). Uma destas proteinas, € a HSP70 (proteina do choque
térmico 70), a qual apresentou relagdo com a motilidade espermatica, além de se
expressar em maiores niveis no sémen bovino a fresco quando comparado ao sémen

pos descongelacdo (ZHANG et al.,, 2015). J4 no flagelo espermatico contém as
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AKAP’s, proteinas estruturais, que também desempenham um papel essencial na
motilidade dos espermatozoides (BROWN et al., 2003; NARESH e ATREJA, 2015).

Na busca por biomarcadores, destacam-se que as proteinas ODF2
(proteina de fibra densa do flagelo tipo 2) e PAWP (proteina da montagem pdés
acrossomal da cabeca espermatica) demonstraram correlacdo significativa com a
fertilidade de touros Holandeses sob IA (KAYA et al., 2021). A proteina integrina a531,
presente na regido pdés acrossomal dos espermatozoides bovinos, relacionou-se
positivamente com as taxas de fertilizagdo em programas de PIVE (CASTELLANO et
al., 2021). Outro estudo, aponta que as proteinas ENOL1 (enolase-1) e BSP1 (proteina
aglutinante do espermatozoide-1), sdo potenciais biomarcadores no sémen bovino,
isto pois, a primeira possui relagdo positiva a taxas de fertilidade e a segunda por
correlacionar negativamente com a fertilidade de touros (ASLAM et al., 2018).

Ainda no contexto de biomarcadores proteicos, o estudo da AKAP4
(proteina ancoradoura da quinase-4) e sua precursora (proAKAP4) vém ganhando
destaque nos ultimos anos. A relevancia desta proteina em particular se deve a sua
relacdo com a motilidade espermatica e taxas de fertilidade em bovinos (BASTAN;
AKCAY, 2021; RUELLE, et al., 2020).

Tabela 1: Principais proteinas espermaticas com potencial de biomarcador de

gualidade e/ou fertilidade do sémen bovino

Proteina Localizacao Potencial Referéncia
HSP 70 e 90 (Heat  Espermatozoides Relacdo com a (KASIMANICKAM
shock 70 e 90) motilidade espermatica; et al., 2019;
maior concentracdo em ZHANG et al.,
touros de alta fertilidade 2015)
Histona H1 Espermatozoide Atua na maturacédo da (KASIMANICKAM
cromatina espermatica et al., 2019)
Integrina a5B1 Regido pos A quantidade de a5p1 (CASTELLANO et
acrossomal da se correlacionou al., 2021)
cabeca e flagelo do  positivamente a taxas
espermatozoide de FIV
H4 acetil retida Cabeca do Se apresenta em maior (UGUR et al.,
(Histona 4 espermatozoide quantidade em touros 2019)

acetilada retida)

de alta fertilidade
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AK8 (quinase

adenilada 8)

Flagelo do

espermatozoide

Maior concentracdo em
espermatozoide
altamente densos de
touros de alta fertilidade;
participa do
metabolismo energético

da célula

(DAMOURS et al.,
2019)

TPI1 (Triosefosfato

isomerase 1)

Membrana
acrossomais dos

espermatozoides

Maior concentragdo em
espermatozoide
altamente densos de
touros de alta fertilidade;
relacionadas a
motilidade e na ligacdo
do espermatozoide a

zona pelucida do odcito

(DAMOURS et al.,
2019)

TSPANS8

(Tetraespanina 8)

Membrana
plasméatica do

espermatozoide

Maior concentracdo em
espermatozoide
altamente densos de
touros de alta fertilidade;
indica integridade de

membrana espermatica

(DAMOURS et al.,
2019)

ENO1 (Enolase 1)

Flagelo

espermatico

Relacionada a altas
taxas de concepcdo em

touros

(ASLAM et al.,
2018)

BSP1 (Proteina
ligante do

espermatozoide 1)

Regi&o acrossomal
da cabeca do

espermatozoide

Correlaciona-se
negativamente as taxas

de concepcéo.

(ASLAM et al.,
2018)

ODF2 (proteina de
fibra densa externa
2)

Flagelo

espermatico

Apresenta maior
concentracao em touros
de baixa fertilidade;
relacionada a defeitos

de cauda

(KAYA et al., 2021)
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PAWP (proteina de Bainha pés Aparece em maior (KAYA et al., 2021)
montagem pos acrossomal da concentracdo em
acrossomal de cabeca do espermatozoides de
cabeca do espermatozoide touros de baixa
espermatozoide) fertilidade; relacionada a

espermatozoides com

macrocefalia

As andlises e estudos da prote6bmica espermatica podem vir a elucidar
mecanismos ainda incompreendidos, porém que possuem grande importancia na
fisiologia dos gametas masculinos (CODINA et al.,, 2015; OLIVA; DE MATEO;
ESTANYOL, 2009). E a partir dai, sera possivel identificar biomarcadores de alta
acuricia e compativeis a fertilidade de touros (ARANGASAMY et al., 2017,
SOMASHEKAR et al., 2017).

2.5 A PROAKAP4 coMO BIOMARCADOR DE QUALIDADE E FERTILIDADE PARA O SEMEN

BovINO

As AKAP’s (proteinas ancoradouras da quinase) atuam inicialmente
na regulacéo da gametogénese, tanto no trato reprodutivo masculino quanto feminino
(JUMEAU et al., 2018; LUCONI et al., 2011). A AKAPS3 foi localizada em espermatides
ainda arredondadas, enquanto que detectaram a proteina AKAP4 e sua precursora
em espermatides alongadas (JUMEAU et al., 2018; MORETTI et al., 2007).

A AKAP4, juntamente com a AKAP3, sdo as proteinas estruturais
mais abundantes na bainha fibrosa do flagelo espermatico (FRASER, 2017). Sendo
gue a proteina AKAP4 tem uma estrutura bem conservada e possui 0 tamanho de
80kDa, ja sua precursora possui 97kDa (LUCONI et al., 2011).

A AKAP4 é uma proteina codificada por um gene ligado ao
cromossomo X, sendo de total heranca materna, assim, qualquer problema na
transmissdo deste gene, pode acarretar em deficiéncia da proteina (TURNER et al.,
1999). Desta forma, para que os espermatozoides carreadores do cromossomo Y
também possuam a AKAP4, as espermatides X precisam compartilhar microRNA'’s do
polipeptidio e/ou a prépria proteina com as espermatides Y, isto se da por meio de

pontes intercelulares formadas por uma citocinese incompleta, quando ainda fazem
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parte de sincicio clonal (JOHNSON et al., 1997; WEBER; RUSSELL, 1987).

A proteina AKAP4 é componente exclusivo do flagelo espermatico, e
ndo é identificada no plasma seminal (DELEHEDDE et al., 2018). Além disso, em
espermatozoides humanos, a AKAP4 foi localizada somente na bainha fibrosa do
flagelo, enquanto que em camundongos foi encontrada apenas na regido proximal da
peca principal do espermatozoide (JUMEAU et al., 2018; TURNER et al., 1999).

Além da funcgéo estrutural, a AKAP4 atua no processo de capacitagdo
espermética, por estar relacionada a motilidade do espermatozoide (BLOMMAERT et
al., 2018). A AKAP4 é capaz de regular movimentos flagelares ao ancorar as PKA’s
(proteina quinase A) na bainha fibrosa, e conduzi-las para proximas de seus
substratos, induzindo a fosforilagdo das PKA’s (BASTAN; AKCAY, 2021; BROWN et
al., 2003; MIKI et al., 2002; MORETTI et al., 2007; TURNER et al., 1999). Por isso,
notou-se que a AKAP4 desempenha um papel na hiperativacdo espermatica,

considerada uma etapa da capacitacédo espermatica (BAKER, 2006).

Figura 2: Representacgdo grafica da AKAP4 e sua funcdo ancoradoura da PKA

S S S

PKA G ‘:) PKA [

l PKA ( > PKKA l

AKAP4: Proteina ancoradoura da quinase A 4; PKA: proteina quinase A; S: substrato.

Fonte: Autor

Em homens, foi constatado que a supressdo das proteinas AKAP’s
prejudicam o inicio da hiperativacdo espermatica, e desta forma impede a fertilizacao
do odcito (AITKEN; BAKER, 2008; BAKER, 2006). O estudo conduzido por BEN-NAVI
et al. (2016), realizado com camundongos, concluiu que animais que nao possuiam a
proteina AKAP4 apresentaram falhas na motilidade espermatica e infertilidade.

Devido ao fato de os espermatozoides serem células com transcri¢cao
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inativa, toda a AKAP4 é produzida durante a espermatogénese. Neste contexto, o
polipeptidio proAKAP4 é uma forma de armazenamento da AKAP4, embora somente
esta tenha potencial de atividade celular. Sendo assim, pode-se dizer que a
concentracdo da AKAP4 é modulada pelo estoque de proAKAP4 existente no
espermatozoide, e a conversdo de proAKAP4 em AKAP4 s6 ocorre em
espermatozoides vivos e moveis (DELEHEDDE et al., 2019; JUMEAU et al., 2018;
SERGEANT et al., 2019).

Por se tratar de um biomarcador extremamente conservado nos
espermatozoides mamiferos (SERGEANT et al., 2019), a proAKAP4 ja foi mensurada
em inumeras espécies como indicador de qualidade e fertilidade. Assim, estudos
foram previamente conduzidos em células espermaticas de homens (JUMEAU et al.,
2018), garanhdes (BLOMMAERT et al., 2018), carneiros (RIESCO et al., 2020), caes
(LANGLADE et al., 2020), dromedarios (MALO et al., 2021) e touros Bos taurus
(BASTAN; AKCAY, 2021; RUELLE et al., 2020).

Em espermatozoides humanos constatou-se que a quantidade de
proAKAP4 somente apresentou correlacdo positiva com a motilidade espermatica
apos o teste de gradiente de densidade e da separacédo do plasma seminal. No mesmo
estudo também notaram que a AKAP4 pode ser ativada com o intuito de resgatar a
motilidade espermatica apos a centrifugacdo, elucidando mais uma vez que sua
precursora funciona como uma reserva proteica (JUMEAU et al., 2018). Ainda em
sémen humano, descobriu-se que homens fumantes apresentam menor quantidade
de proAKAP4, e consequentemente, sémen de qualidade reduzida (DELEHEDDE et
al., 2019)

Em sémen equino, encontrou-se uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de proAKAP4 e motilidade total e progressiva (BLOMMAERT et al.,
2018). Em espermatozoides ovinos, as relagdes positivas com a motilidade total,
motilidade progressiva e viabilidade espermaticas foram detectadas, e houve
correlacdo negativa entre a proAKAP4 e taxa de apoptose espermatica (RIESCO et
al., 2020).

Acerca da avaliacao da proAKAP4 em sémen bovino, duas pesquisas
foram previamente conduzidas, utilizando amostras seminais de Bos taurus. A
principio, BASTAN e AKCAY (2021) descreveram correlacdes positivas entre a
motilidade espermética e a expressdo de proAKAP4 (motilidade total: r=0.52 e

motilidade progressiva: r=0.69), além disso, foram identificadas relacbes da
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precursora com outros parametros cinéticos (VSL e VCL). O estudo de RUELLE et al.
(2020) reforcou a correlacdo da proAKAP4 com a cinética espermatica, e ainda
conferiu a relacdo entre a proAKAP4 com taxas de ndo retorno ao estro apos 90 dias
da IA.

A literatura compila resultados positivos para a relacdo da proAKAP4
a parametros que expressam a qualidade espermatica, aléem da associacdo da
precursora com taxas de prenhez em biotecnologias reprodutivas (BASTAN; AKCAY,
2021; BLOMMAERT et al., 2018; RIESCO et al., 2020; RUELLE et al., 2020). Por isso,
acredita-se que a proAKAP4 possa ser utilizada como um marcador de fertilidade
confiavel para o sémen bovino (RUELLE et al., 2019). No entanto, existe uma lacuna
na literatura a respeito das concentracdes de proAKAP4 em espermatozoides bovinos
Bos indicus, sua expressdo em ceélulas espermaticas sexadas e a relacdo com taxas

de prenhez obtidas em programas de IATF.
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4 HIPOTESE

A concentracdo de proAKAP4 permite a selecao de touros de alta fertilidade,
pois apresenta relagdo com a cinética de espermatozoides convencionais e
sexados de touros Bos indicus, além de correlacionar positivamente com as

taxas de prenhez obtidas pela Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo (IATF).
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentracdes de proAKAP4 em sémen convencional e sexado de
touros Bos indicus, e correlacionar este polipeptidio as analises espermaticas

in vitro e com taxas de prenhez obtidas na IATF.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Quantificar e comparar as concentracdes de proAKAP4 em espermatozoides que
compde doses de sémen bovino criopreservadas, sendo sexadas e convencionais;
2- Correlacionar as concentracbes de proAKAP4 as caracteristicas cinéticas,
morfologicas e morfofuncionais do sémen bovino avaliado;

3- Correlacionar as concentracdes de proAKAP4 do sémen convencional as taxas de

concepcao a IATF.
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The proAKAP4 use as a biomarker for the Bos indicus bulls X-sorted sperm
quality

Ana Beatriz Marques de Almeidal; Myrian Megumy Tsunokawa Hidalgo?!; Luiz
Guilherme Corsi Trautwein!; Josiana de Fatima Schnitzer!; Leticia Amanda dos
Santos Silval; Fabio Lucas Zito de Moraes?; Jodo Carlos Pinheiro Ferreira3; Maria
Isabel Mello Martins**

1 LARAA - Laboratério de Andrologia e Reproducdo Animal Assistida da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana-Brazil.

2 Self-employed Veterinarian, Londrina, Parana-Brazil.

3 Professor at the Department of Veterinary Surgery and Animal Reproduction — School of
Veterinary Medicine and Animal Science of the Sao Paulo State University — UNESP,
Botucatu, S&o Paulo — Brazil.

14 Professor at the Department of Animal Clinics of the Universidade Estadual de Londrina —
UEL, Londrina, Parana-Brazil.

*Correspondence: imartins@uel.br

Abstract: The ProAKAP4 is a protein precursor present in the spermatic flagellum,
associated with sperm motility, and which has been evaluated in several species, but
its concentration, as we know, has never been measured in sex-sorted sperm. Thus,
the study aimed to test the proAKAP4 as a suitable sperm quality biomarker for X
sorted sperm from Bos indicus bulls. It was evaluated 14 semen straws from different
bulls, six of X sorted sperm and eight doses of conventional semen. Sperm kinetics
and morphofunctional evaluation was carried out, in addition to the concentration of
proAKAP4. The parameters evaluated were compared by the Students' T-test and
correlated by the Pearson product correlation. A significant difference was found for
total motility (P = 0.014), fast sperm (P = 0.020) and sperm area (P = 0.013) between
the conventional and X-sorted sperm. The proAKAP4 concentration was higher in the
X-sorted sperm (X-sorted sperm: 67.54 ng/10® spermatozoa; conventional sperm:
29.76 ng/10® spermatozoa), but it did not correlate to none of the kinetics or
morphofuntional parameters evaluated. However, the proAKAP4 in conventional
sperm showed relation to sperm total and progressive motility, fast sperm and sperm
membrane integrity. The study concluded that the proAKAP4 is not a valid biomarker
to indicate sperm quality in the X sorted sperm.

Keywords: AKAP4 protein; conventional sperm; sex-sorted sperm; X chromosome.
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1. Introduction

The use of sex sorted sperm gained ground in reproductive biotechnologies by
accelerating genetic progress and by generating calves of the sex desired by the cattle
breeder [1,2]. In recent years, through improvements to the sexing technique, the sex-
sorted semen has become as viable as the conventional sperm in bovine reproduction
[2,3]. However, to guarantee the effectiveness of using sex-sorted or conventional
sperm, seminal quality evaluations are essential to infer the probability of reproductive
success of their use.

Although the analysis of sperm quality parameters be essential for the
commercialization of cryopreserved sperm, these methods are not always sufficient to
predict fertility rates in the field [4,5]. For this reason, researchers have been looking
for protein biomarkers that can select fertile bulls with greater accuracy [5].

A highlighted protein that has been studied for its potential as a biomarker is the
AKAP4 (A-kinase anchor protein 4) and the proAKAP4 (AKAP4 precursor). The
proAKAP4 transcripts, encoded by an X-chromosome gene, are observed in post-
meiosis spermatids [6,7]. Because the spermatozoa are a transcriptionally inactive cell,
the proAKAP4 is a storage of the AKAP4, even so, only the AKAP4 has an active
potential. Additionally, the AKAP4 concentration is modulated according to the
proAKAP4 stock [5].

The AKAP4 is the major sperm fibrous sheath protein [8,9]. Due to its structural
function, both the AKAP4 and proAKAP4 assist in the physiology of sperm motility,
since the AKAP4 protein tether the sperm flagellum enzymes closer to their respective
substrates, which induces the phosphorylation of cAMP-dependent proteins, resulting
in sperm motility [5,6].

The proAKAP4 molecule is extremely conserved in mammalian spermatozoa
[5]. And so, the concentration of proAKAP4 has been considered an indicator of sperm
quality and fertility in man [9], stallion [8], ram [10], and bull sperm [11,12]; however,
its level has not been determined in X-sorted sperm of any species yet. Furthermore,
there are no records of its concentration in Bos indicus bulls.

As an X-chromosome gene encodes the proAKAP4 protein, we hypothesized
that its level would be higher in X-sorted semen than in conventional ones. Therefore,
our objectives were to characterize the concentration of proAKAP4 in Bos indicus X-

sorted sperm and its relationship with the sperm kinetics parameters.
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2. Materials and Methods

The present study was approved by the Universidade Estadual de Londrina
Ethics Committee on the Use of Animals - CEUA / UEL number 22460.2018.26.

2.1 Sperm samples

Fourteen commercial cryopreserved Bos indicus 250uL sperm straws (Nelore:
11 and Gir: 3) from different bulls were used. Six straws contained 2x10°® X-sorted
sperm (Nelore: 3 and Gir: 3), and eight straws were composed by conventional sperm
(Nelore: 8).

2.2 Sperm analysis

The sperm straws were thawed in water bath at 37°C for 30 sec, packed into
microtubes incubated at 37°C for 3 minutes before analysis.

For the sperm kinetics analysis, a 3 pL sperm sample were placed in a
preheated Cell-Vu® Sperm counting chamber (Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA)
and covered by a coverslip.

The sperm kinetics evaluation was performed by the Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA- Hamilton-Thorne IVOS, Beverly, MA, USA, version 14.0), adjusted
for the bovine sperm (setup parameters-values: Frames Acquired: 30; Frame Rate: 60
Hz; Minimum Cell Size: 5 pixels; Minimum Static Contrast: 30; Straightness (STR)
Threshold: 70%; VAP cut-off: 30 ym/s; Prog. Min VAP: 50 ym/s; VSL cut-off: 15 pm/s.
The CASA parameters evaluated included: Total Motility (% TM); Progressive Motility
(% PM); Fast Sperm (% Rapid); Static Sperm (% Static), Travel Speed (um/s VAP);
Progressive Speed (um/s VSL); Curvilinear Speed (um/s VCL); Lateral Head
Amplitude (um ALH); Straightness (% STR); Linearity (% LIN); Elongation (% ELONG);
Area (um? Area).

For the morpho-functional analysis, 100 pL of each sperm sample were diluted
in TALP medium to achieve the 5 x 10° spermatozoa/mL; then, the volume was divided
into two microtubes to add the fluorescent probes and incubated in water bath at 37°C.
In the first microtube, 20 uM of the MitoTracker Red CMXRos (M-7512; Molecular
Probes, Eugene, OR) was added to evaluate sperm mitochondrial activity (MITO %),
following the manufacturer's instructions. In the second microtube, 15 uM of Propidium
lodide (0.5 m/mL, LO770, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA) were added
to measure the sperm membrane integrity (Pl %). Both analyses were conducted in
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the BD Accuri C6™ flow cytometer (Beckton-Dickeson, San Jose, USA), equipped with
an argon laser (488nm pass) and a red laser (640nm range), which affeered the

fluorescence emission of 10,000 spermatozoa.

2.3 ProAKAP4 sperm concentration

Following the manufacturer's instructions, a commercial ELISA kit was used to
quantify the proAKAP4 sperm concentration (4BioDx, 4VDX-18K3, France).

Briefly, 50 pL of frozen-thawed sperm was lysed and added to each well of the
microplate containing the proAKP4 antibody. Next, the microplate was incubated for 2
h at room temperature (24°C). Then, sequentially, the wells were washed to remove
the lysis buffer, the detection antibody was added, and the microplate was again
incubated at room temperature for 1 hour. After that, the wells were rewashed, the
substrate solution was added, and a new incubation was performed for 10 min. Finally,
the stop solution was added to each well, and the optical density was measured at 450
nm in an ELISA microplate reader.

The proAKAP4 concentration is expressed as ng/10°® spermatozoa [8,12].

2.4 Statistical Analysis

All the variables were analyzed to their normality using the Shapiro-Wilk test,
and Levene test to identify homogeneity distribution of the data. Difference in sperm
end points between conventional and X sorted sperm were evaluated by Student's t-
test or Mann Whitney test, respectively, for parametric and non-parametric variables.
The Pearson Correlation analyses was performed to determine the correlation
between the sperm proAKAP4 concentration and sperm kinetics. All statistical
analyses were done with Sigma Plot 14.0 software and data presented as mean *

SEM. Differences were considered significant when P < 0.05.

3. Results

All the variables analyzed presented normal distributions.
The X-sorted sperm had significantly lower TM and percentage of fast sperm
cells (P < 0.05), but greater area when compared to the conventional sperm (Table 1).
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Table 1. Mean (x SEM) values of CASA system kinetics parameters of bovine X-

sorted vs. conventional sperm.

Parameters X-sorted sperm Conventional sperm P value

(Mean = SEM) (Mean = SEM)

Total Motility (%) 26.33+£4.15 49.62 +6.19 0.014
Progressive Motility (%) 19.50 + 2.99 34.37 £6.81 0.100
Fast sperm (%) 22.17 £ 3.59 43.63 £6.32 0.020
Static sperm (%) 55.17 £9.43 33.25+5.79 0.055
VAP (um/ s) 89.00 + 4.60 92.22 +5.76 0.686
VSL (um/ s) 75.53+4.19 72.00 £ 3.03 0.496
VCL (um/s) 160.11 +8.13 157.37 + 11.55 0.860
ALH (pm) 7.2+0.26 6.63+0.41 0.264
STR (%) 83.67 £ 1.40 80.00 + 3.33 0.755
LIN (%) 48.83 £ 1.66 49.87 £ 2.81 0.776
ELONG (%) 43.50 £ 1.87 41.50 £0.73 0.292
AREA (um?) 7.28+0.14 6.58 £ 0.13 0.013

VAP: travel speed; VSL: progressive speed; VCL: curvilinear speed; ALH: lateral head
amplitude; STR: straightness; LIN: linearity; ELONG: elongation. Statistical
significance set to P<0.05.

There was no difference (P<0.05) in mitochondrial function, but the X-sorted

sperm had higher plasmatic membrane integrity percentage (Table 2).

Table 2. Mean (x SEM) values of mitochondrial activity and plasmatic membrane
integrity of bovine X-sorted vs. conventional sperm.

Parameters X-sorted sperm Conventional sperm P value
MITO (%) 81.28 £ 7.05 87.91 + 3.05 0.362
Pl (%) 95.77 £1.02 85.12 + 3.37 0.022

MITO: Mitochondrial activity; PI: Plasmatic membrane integrity. Statistical significance
set to P<0.05.

In the X-sorted sperm, the proAKAP4 concentrations ranged from 22.62 to

135.53 ng/108spermatozoa. For the conventional sperm, the proAKAP4 minimum and
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maximum concentrations were 12.22 and 48.29 ng/10°%spermatozoa, respectively.
As expected, the X-sorted sperm revealed significantly higher concentrations of

proAKAP4 compared to the non-sorted sperm (Table 3).

Table 3. Mean (x SEM) of proAKAP4 concentrations of in bovine X-sorted sperm vs.

conventional sperm.

Type ProAKAP4 P value
(ng/10%spermatozoa)
X-sorted sperm 67.54 £17.40
Conventional sperm 29.76 + 4.16 0.033

In the X-sorted sperm, there was no significant correlation between proAKAP4
concentration and TM (p=0.828), PM (P = 0.817), fast sperm (P = 0.876), VAP (P =
0.200), VSL (P = 0.136) and VCL (P = 0.565), mitochondrial activity (P = 0.343) or
plasmatic membrane integrity (P = 0.280).

In contrast, in the conventional sperm, significant positive correlations were
detected between proAKAP4 and TM (P =0.0004, r=0.941), PM (P =0.003, r = 0.890),
fast sperm (P = 0.0004, r = 0.94) and sperm membrane integrity (P = 0.048, r = 0.711).
Furthermore, a significant negative correlation was found between proAKAP4

concentrations and the percentage of statistic sperm (P = 0.043, r =-0.722) (Figure 1).
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Figure 1. Correlation between proAKAP4 concentration and total motility, progressive

motility, percentage of fast sperm, sperm membrane integrity and percentage of static

sperm, in conventional semen.
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4. Discussion

Recent proteomics analysis of sex sorted sperm described that the cytoskeleton
proteins, such as the AKAP's, are in greater amount in the X sorted sperm [3,13].
These facts corroborate our hypothesis and results, in which a higher concentration of
proAKAP4 were found in the X-sorted sperm when compared to the conventional
sperm.

The absence of correlation between the proAKAP4 and CASA Kkinetics
parameters for the X sorted sperm, was not foreseen. Nevertheless, previous studies
have shown that the X sorted sperm are greater in weight and size when compared to
the Y sorted sperm [3,14]. So, it was hypothesized that, even presenting a greater
level of proAKAP4, the X-sorted sperm did not showed correlations between this
protein precursor to the motility results, because of its weight, which could let the X-
sorted sperm slower, besides, the injuries inherent to the sex sorting process impair
sperm kinetics [3,15].

In addition, the proAKAP4 and AKAP4 genes are only transcripted during the
spermatogenesis, and so, their concentrations are not modified after the ejaculation
[5]. Since the AKAP4 is a hemizygote gene [16], the sex sorting process accumulate
this protein precursor, and for this reason we suppose that the proAKAP4 may not be
a reliable biomarker for the X-sorted sperm quality.

The lower kinetics parameters in the X-sorted sperm observed in our study
corroborates the findings from a preceding study [15], which showed the decrease of
fast progressive motility in sex-sorted sperm (conventional sperm=60.8% and sex-
sorted sperm=25.6%). Besides, it was also observed differences in total motility
between unsorted (total motility=58.1%) and sex-sorted sperm (total motility=35.2%)
[17].

In a previous study, sex-sorted sperm have shown lower values of LIN and VAP
but higher results for ALH and STR, which may characterize the sperm hyperactivation,
induced by the sorting process [15]. In our investigation a hyperactive behavior was
not detected, since there was no difference for the VAP, VSL, VCL, ALH, STR, or LIN
parameters between the types of sperm.

Regarding mitochondrial functionality, the results from a foregoing study
demonstrated higher mitochondria potential in the unsorted sperm [17], in contrast to

our findings, which there was no difference for this parameter between the types of
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semen evaluated. Additionally, we detected a higher percentage of sperm membrane
integrity for the X sorted sperm, which opposes the results from previous research [18],
that did not found any differences in this parameter between the sex-sorted and
unsorted sperm, but demonstrates that the current methods for sperm sexing are
already capable of maintaining the sperm membrane integrity.

As it was once again confirmed by the correlations detected from the
conventional sperm, in a near future, the use of biomolecules such as the AKAP4
protein and its precursor may become great allies in selecting breeding bulls due to
their ability to predict the sperm quality and fertilizing capacity of semen doses [9,10].
Another approach to be studied would be to report the proAKAP4 concentrations in Y-

sorted sperm to check this protein precursor as a viable biomarker.

5. Conclusions

This is the first report of proAKAP4 concentrations in sex sorted sperm and
although the proAKAP4 showed greater concentrations for the X sorted sperm, we
concluded that this protein precursor seems not to be a suitable biomarker of X sorted
sperm quality, since no correlations between the sperm kinetics parameters and the
proAKAP4 concentrations were detected for in the X sorted sperm.
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Abstract: The AKAP4 protein has an essential role in sperm maotility, and its precursor,
the proAKAP4, is considered a biomarker for sperm quality and fertility. Despite this,
proAKAP4 concentration was never evaluated in Bos indicus sperm. This study aimed
to determine the proAKAP4 concentration of Nellore bulls’ sperm and its relation with
sperm kinetics, morpho-functionality, morphology, and pregnancy rates after fixed-time
artificial insemination (FTAI). Fifteen hundred and seven multiparous Nellore cows
were inseminated with frozen-thawed semen from the same sperm batches of nine
Nellore bulls. These bOatches were also evaluated regarding their sperm kinetics by
CASA system, mitochondrial functionality, and sperm membrane integrity and
morphology. Additionally, the sperm proAKAP4 concentration was determined using

an ELISA kit. To assure the impact and relation between the proAKAP4 and the sperm
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analysis and fertility, a linear regression was conducted, and the significance level was
set to 5%. The conception rate presented 52.52% of mean value. The mean proAKAP4
concentration was 25.75 ng/10°8 spermatozoa. The proAKAP4 showed to influence the
sperm total and progressive motility (TM: r?> = 0.49, P = 0.03); PM: r? = 0.63, P=0.01),
besides to impact in the conception rates from FTAI (r> = 0.51, P=0.03). With this study,
it was possible to conclude that the proAKAP4 is a suitable biomarker to predict the
quality and fertility of Nelore sperm.

Key-words: AKAP4 protein; Artificial insemination; Biomarker; Fertility; Nellore bulls.

1. Introduction

The fixed-timed artificial insemination (FTAI) is one of the reproductive
biotechnology most applied for beef cows, because it eliminates the necessity for
estrus detection and improves the herd genetic gains (Baruselli et al., 2018; Baruselli
et al., 2017). Although the success in the FTAI programs is due to a multifactorial
causes, the bull sperm plays a critical role in achieving satisfactory pregnancy rates
(Fair and Lonergan, 2018; Mohanty et al., 2018; Pfeifer et al., 2019).

In vitro analyses, such as spermatic kinetics and morphology evaluations, are
strictly required for a sperm sample before its use in the reproductive programs (Fair
and Lonergan, 2018; Okano et al., 2019). However, these analysis are not accurate
enough to predict the field fertility of a semen match, and ejaculates from subfertile
bulls can be possible be used artificial insemination, compromising its results (Fair and
Lonergan, 2018; Morado et al., 2015; Okano et al., 2019; Sergeant et al., 2019).

Researchers seek proteomic biomarkers related to fertility to improve the sperm in

vitro evaluation (Okano et al., 2019; Sergeant et al., 2019). The AKAP4 protein (kinase
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anchor protein 4) is foregrounding as possible biomarker for sperm quality and fertility
(Delehedde et al., 2019; Sergeant et al., 2019).

The AKAP4 and its precursor (proAKAP4) are highly conserved in the mammalian
sperms. ProAKAP4 is transcripted in spermatids during spermiogenesis and is the
most abundant protein in the spermatic flagellum fibrous sheath (Blommaert et al.,
2019; Brown et al., 2004; Jumeau et al., 2018). Besides its structural role, AKAP4 and
proAKAP4 participate in the sperm motility process (Blommaert et al., 2019; Turner et
al., 1999).

The sperm concentrations of proAKAP4 have been described in stallions
(Blommaert et al., 2019), rams (Riesco et al., 2020), dogs (Langlade et al., 2020) and
humans (Jumeau et al., 2018). In Bos taurus bulls, previous investigations showed that
proAKAP4 is a sperm quality biomarker (Bastan and Akcay, 2021; Ruelle et al., 2020).
However, the sperm concentration of proAKAP4 and its relationship to the fertility rates
in Bos indicus bulls are unknown.

Therefore, our objective was to determine the proAKAP4 concentrations in Bos
indicus bulls’ sperm and their correlations with sperm kinetics and morpho-functional

parameters and conception rates achieved after an FTAI program.

2. Material and Methods
The present investigation was approved by the Universidade Estadual de
Londrina Ethics Committee on the Use of Animals - CEUA / UEL number

22460.2018.26.

2.1Sperm samples

To this experiment, it was used nine commercial cryopreserved sperm straws
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containing 250uL of sperm sample, presenting mean concentration of 38.47x
108spermatozoa/mL. The samples were from nine different Nelore bulls (Bos taurus

indicus), being of the same batches of the straws applied for the FTAI.

2.2 Sperm analysis

After thawing (37°C/30 s), 3 uL of semen were allocated in a Cell-Vu® chamber
(Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA) and covered by a coverslip preheated at 37°C
and analyzed by Computer Assisted Sperm Analysis (CASA- Hamilton-Thorne IVOS,
Beverly, MA, USA, version 14.0) (CASA bovine setup parameters-values: Frames
Acquired- 30, Frame Rate (Hz) - 60, Minimum Cell Size (Pixels) - 5, Minimum Static
Contrast- 30, Straightness (STR) Threshold (%) - 70, VAP cut-off (um / s) - 30, Prog.
Min VAP (um/s) - 50, VSL cut-off (um / s) - 15), were used to access the sperm kinetics
parameters. The CASA evaluation included: Total Motility (% TT); Progressive Motility
(% PM); Fast Sperm (% Rapid); Slow Sperm (% Slow), Travel Speed (um/s VAP);
Progressive Speed (um/s VSL); Curvilinear Speed (um/s VCL); Lateral Head
Amplitude (um ALH); Straightness (% STR); Linearity (% LIN). From the results
provided by the CASA system, it was possible to calculate the sperm oscillation
movement (wobble (%) - WOB = VAP/VCL x 100) and dance (VCL x ALH (um2)).

For flow cytometry, 100 puL of sperm sample were diluted in Tyrode albumin
lactate pyruvate medium to a concentration of 5 x 10° spermatozoa/mL, divided into
two microtubes and kept at 37°C.

For assessment of sperm mitochondrial functionality (MITO - %), 20 uM of the
MitoTracker Red CMXRos (M-7512; Molecular Probes, Eugene, OR) was added and
homogenized to the first sperm sample microtube. For assessment of sperm

membrane integrity (Pl - %), 15 yM of Propidium lodide (0.5 m/mL, LO770, Sigma-
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Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA) was added to the second tube. The
mitochondrial activity and the sperm membrane integrity analysis were conducted in
the BD Accuri C6™ flow cytometer (Beckton-Dickeson, San Jose, USA), equipped with
an argon laser (488nm pass) and a red laser (640nm range). In each analysis,10,000
cells were evaluated.

The sperm morphology analysis was performed in a smear stained by eosin-
nigrosin dye (BotuVital®, Botupharma, Botucatu — Sdo Paulo, Brazil) and evaluated
under light microscopy (1,000X magnification - CX3, Olympus®). In each slide, 200
cells were ranked as morphological normal or abnormal (Barth and Oko, 1989) Sperm

were classified as normal or presenting minor and major defects.

2.2Sperm proAKAP4 concentration

Sperm proAKAP4 concentration was determined using an ELISA kit (Bull 4MID
kit®, 4BioDx, 4VDX-18K3, France), according to manufacturers’ instructions. Briefly,
50 uL of each frozen-thawed sperm sample was added to a microtube with the assay
lysis buffer. Then, the lysed sperm were added to a 96-well plate re-coated with
proAKAP4 antibody, and the microplate was incubated at 24°C (room temperature) for
2 hours. After that, the plate was sequentially washed, dried, received the detection
antibody buffer in its wells, and incubated again at room temperature for 1 hour. Next,
a new wash was performed, the substrate solution was added, and the microplate was
incubated for 10 minutes at 24°C. The stop solution was added to the wells to finalize
the assay, and the optical density was detected in an ELISA microplate reader set to

450nm. The proAKAP4 concentration are expressed as ng/10° spermatozoa.
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2.3Timed artificial insemination

In the field trial, 1507 multiparous Nellore cows , 2-10 year old, with a mean body
score condition (BCS) of 2.7 (1-5 point scale; Ayres et al., 2009) from four livestock
farms located in the southeast region of Brazil were used in two consecutive breeding
seasons during the summer, were used. Nutritional management includes pasture
(Urochloa brizantha), mineral supplement and water ad libitum.

Cow's estrous cycles were synchronized by 2 mg of estradiol benzoate i.m.
(Fertilcare Synchronization®; MSD Animal Health) and insertion of an intravaginal
device containing 1.2 g of progesterone (P4) (Fertilcare Implante 1200®; MSD Saude
Animal). Then, 8 d later (D8), 2 mg of sodium cloprostenol (Stroncloprostenol®; Agener
Unido Saude Animal), 0.5 mg of estradiol cypionate (Fertilcare Ovulation®; MSD
Animal Health) and 300 IU of equine chorionic gonadotropin (Folligon®; MSD Animal
Health) were given i.m. and the P4 device was withdrawn. Forty-eight hours later (D10)
the artificial inseminations (Al) were performed (D10).

In all Al, cows were inseminated with sperm from the same matches evaluated
in the laboratory. The average number of inseminations per match was 167.44 females
(minimum: 26, maximum: 429.

The pregnancy diagnosis was performed thirty days after Al by rectal
ultrasonography (Aloka SSD- 500®, 5.0 MHz). The conception rates (CR) were
calculated by the relation between the pregnant cows and the females inseminated

(CR=pregnant cows/females inseminated).

2.4 Statistical analysis
To evaluate the effect of the BCS, farm, breeding season and bull on conception
rates, a generalized linear model was conducted. The significance level was set to

P<0.05.
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The data were submitted to the Shapiro-Wilk and the Levene test to assure its
normal distribution and homogeneity, respectively.

The relations and effects between the proAKAP4 concentrations and the sperm
kinetics, morphology, morpho functionality and CR were measured by linear
regressions, being the proAKAP4 concentrations an independent variable, and the
conception rates were categorized as a dependent characteristic. The statistical
analysis was run in the Sigma Plot 14.0 software, and the significance threshold was

P>0.05.

3. Results

All the variables evaluated in this study presented a normal distribution.

The results of sperm kinetics, morphology, mitochondrial functionality, and
membrane integrity are described in the Table 1.

The mean proAKAP4 concentrations in Nellore bull's sperm were 25.75
ng/10%spermatozoa (12.21 to 48.28 ng/10° spermatozoa). These results are exposed
on Table 2.

The FTAI resulted in a mean conception rate (CR) of 52.52% (40.18 to 61.53%).
There was an effect of bull (P = 0.0004) and breeding season (P = 0.033) on CR, but
not effect of BCS (P=0.293) or farm (P=0.245).

The proAKAP4 concentrations presented effect on the main Kkinetics
parameters: TM (r> = 0.49, P = 0.03), PM (r? = 0.63, P=0.01) and percentage fast sperm
(r = 0.50, P = 0.03) (Figure 2). Also, the proAKAP4 concentrations negatively

influenced the percentage of slow sperm cells (r = -0.74, P = 0.003) (Figure 2).

No significant relations were detected between proAKAP4 concentrations and

the percentage of major (P = 0.95), minor (P = 0.93) or total defects (P = 0.97). Also,
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there was no significant effect of proAKAP4 concentrations with mitochondrial
functionality (P = 0.32) and sperm membrane integrity (P = 0.10).
The proAKAP4 concentrations showed a predictive potential on the CR results (r?

= 0.51, P=0.03) (Figure 2).

4. Discussion
This is the first report of the proAKAP4 concentrations in Bos indicus frozen-
thawed sperm. Our results reaffirm the use of proAKAP4 as a sperm quality and fertility

biomarker.

Our results revealed that besides the effect of the bull over the conception rates,
the breeding season also impacted on the CR. These divergences occur due to the
lower pluviometry index between the years. Since the pasture suffers influences of the
climate seasonality, it may interfere in the reproductive results of FTAI (Negreiros et
al., 2020; Reese et al., 2020).

The proAKAP4 relates to the conception rates, besides of all the sperm
parameters evaluated in vitro, only the proAKAP4 showed impact on the conception
rate, highlighting the great potential of this protein precursor as a fertility biomarker.
These data corroborate previous findings, which presented a correlation between the
proAKAP4 and the non-return of estrus rate (NNR - %) after 90 days of the artificial
insemination, and also, the proAKAP4 showed was the unique sperm parameter to
influence the NRR (Ruelle et al., 2020).

In the present analysis the proAKAP4 influenced the kinetics parameters such
as MOT, MOTP, Fast sperm and Slow sperm. Earlier data described correlations
between the sperm motility and the proAKAP4 in Holstein bulls sperm (r=0.52) (Ruelle

et al., 2020). Other study, detected correlations between the proAKAP4 and the sperm
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motility (total motility: r=0.52 and progressive motility: r=0.69), but this relation
happened after 3 hours of sperm incubation at 37°C (Bastan & Akcay, 2021). So far,
in the cryopreserved sperm of stallions, the relations for proAKAP4 and motility
(r=0.76) as to progressive motility (r=0.66) was described (Blommaert et al., 2019).

In this study, the proAKAP4 did not impacted on others kinetics parameters such
as VAP, VSL, VCL, LIN and BCF. In contrast, Bastan & Akcay, (2021) identified weak
correlations between proAKAP4, VCL and VSL in frozen-thawed sperm. Also, Ruelle
et al. (2020) found that the proAKAP4 may relate to LIN and BCF.

Our study showed no relations between the sperm morpho-functionality and
morphological parameters to the proAKAP4 expression, findings similar to those
reported in men (Jumeau et al., 2018). In comparison, a negative correlation between
the proAKAP4 and the sperm tail defects was described, and no correlations with
sperm membrane integrity (Bastan and Akcay, 2021).

The proAKAP4 detected in this analysis was lower (25.75+£12.45
ng/108spermatozoa) than the results of a previous study, which described a mean
concentration of 38.92 +7.11 ng/10° spermatozoa in the sperm of Simmental (Bos
taurus) bulls (Bastan and Akcay, 2021). Nevertheless, our proAKAP4 results find in
the interval described by in the Holstein bulls sperm, that range between 8.62 to 95.5
ng/10%spermatozoa (Ruelle et al., 2019).

The lower expression of proAKAP4 found in the present study may be due to the
sperm subspecies differences. These results point the necessity of future studies to
compare the proAKAP4 sperm concentrations between Bos taurus and Bos indicus
bulls.

According to the literature, the AKAP4 protein anchors the protein kinase A (PKA)

in subcellular places and so conducts the PKA near to its substrates, inducing the
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phosphorylation of the cCAMP dependents proteins, a crucial role in the sperm maotility
mechanism (Bastan and Akcay, 2021; Blommaert et al., 2019; Brown et al., 2004;
Moretti et al., 2007; Turner et al., 1999). This information supports the influence exerted
by the proAKAP4 on the motility parameters provided by the CASA system.

In the future, the use of the proAKAP4 as a biomarker may be a helpful tool in the

selection of bulls and ejaculates to be applied in the reproductive biotechnologies.

5. Conclusions

The results described in this investigation assure the influence that the proAKAP4
executes on the sperm motility parameters and that the polypeptide concentrations
impacts on the conception rates. Therefore, we can conclude that the proAKAP4 is a

very suitable biomarker to achieve the sperm quality and fertility of Bos indicus bulls.
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Figure 1: Graphical representation of the TAI protocol and pregnancy diagnosis

performed in all the 1507 Nellore cows.
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BE: estradiol benzoate; P4 device: progesterone releasing intravaginal device; SC:
sodium cloprostenol; eCG: equine chorionic gonadotropin; ECP: estradiol cypionate;

TAI: timed artificial insemination.
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Table 1: Kinetics, morphology and morpho-functionality results from the nine frozen

thawed Nellore sperm samples.

Parameters Mean+SEM
Total Motility (%) 51.44+5.62
Progressive Motility (%) 33.11+6.08
Fast sperm (%) 45.22+5.64
Slow sperm (%) 17.11+£2.55
VAP (um/ s) 93.09+5.01
VSL (um/ s) 70.06£2.90
VCL (um/s) 163.83+£11.16
ALH (pm) 7.05+0.43
STR (%) 77.44%3.39
LIN (%) 46.88+3.08
WOB (%) 57.27+4.14
DANCE (um?) 1192.50+148.67
Major defects (%) 5.55+0.68
Minor defects (%) 3.88+0.77
Total defects (%) 9.44+1.02
MITO (%) 87.44+2.78
Pl (%) 87.35+2.78

SEM: Standard error; VAP: travel speed; VSL: progressive speed; VCL: curvilinear
speed; ALH: lateral head amplitude; STR: straightness; LIN: linearity; MITO:

Mitochondrial activity; Pl: Plasmatic membrane integrity.
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Table 2: The proAKAP4 concentrations and its respective conception rate from each

bull evaluated

Bull ProAKAP4 concentration Conception rate (%)
(ng/108 spermatozoa)
1 18.49 51,66
2 17.45 48.31
3 41.11 56.17
4 19.94 40.18
5 29.02 61.53
6 30.61 57.25
7 48.29 61.22
8 14.63 44.98

9 12.22 51.33




Total motility (%0)

Fast Sperm (%)

92

Figure 2: Graphical representation of the regression coefficient and equation between

the proAKAP4 concentrations and total motility, progressive maotility, fast sperm, slow

sperm and pregnancy rate.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo este o primeiro relato da aplicabilidade da proAKAP4 em doses
de sémen de touros Bos indicus e amostras sexadas, foi possivel elucidar a eficacia
da proAKAP4 como biomarcador de qualidade e fertilidade.

Embora as concentracdes de proAKAP4 tenham se mostrado maiores
em sémen sexado para fémea, observou-se que este biomarcador ndo é fidedigno
para avaliar a qualidade e fertilidade deste tipo de sémen, por ndo se relacionar aos
parametros cinéticos e por ser codificado pelo cromossomo X. Contudo, experimentos
futuros podem ser conduzidos para validar a eficacia do marcador proteico em questao
nas doses de sémen sexadas carreadoras do cromossomo Y.

Entretanto, em doses de sémen convencionais, a proAKAP4 foi
validada como um biomarcador de qualidade, ao se correlacionar com as
caracteristicas da cinética espermatica. Além disso, a proAKAP4 pode ser utilizada
para predizer a fertilidade de doses criopreservadas de touros Bos indicus, pois
influenciou as taxas de concepcéo obtidas em programa de IATF.

Futuramente, a proAKAP4 ird agregar as avaliacbes seminais
realizadas in vitro, e sera uma ferramenta de grande auxilio na selecdo de touros

férteis a serem empregados em biotecnologias reprodutivas.
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