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RESUMO

Na atualidade, um dos desafios da reproducdo bovina é identificar de maneira
eficiente touros que apresentam elevada fertilidade, uma vez que a avaliagao
androlégica tradicional pode nao diferenciar de forma precisa o potencial fertilizante
de um reprodutor, levando a redugado nas taxas de prenhez e prejuizos financeiros.
Desta maneira, a Na*, K'-ATPase tem sido um biomarcador potencial da fertilidade,
devido as suas atribuicdes especificas na célula espermatica e relatos de correlagao
com a fertilidade de touros Holandeses. No entanto, devido a peculiaridades de
manejo reprodutivo da pecuaria brasileira de corte e pela auséncia de pesquisas
envolvendo a Na*, K'-ATPase em bovinos com esta aptiddo, o presente estudo foi
desenvolvido a fim de determinar a associacdo entre a atividade da Na*, K'-ATPase
em espermatozoides descongelados de touros Angus classificados como de
fertilidade superior (FS) e normal (FN) apds inseminacgao artificial em tempo fixo
(IATF). Foram utilizadas trés diferentes partidas de amostras comerciais de touros
de FS (n=4) e FN (n=4). Realizou-se a avaliagdo da cinematica através do sistema
CASA, da viabilidade espermatica através da microscopia de fluorescéncia e da
expressdo de Na*, K'-ATPase através da citometria de fluxo, imediatamente apds a
descongelagdo (0h) e apds 2h de incubagéo (37 °C), enquanto a atividade da Na”,
K*-ATPase foi determinada mensurando-se a liberagdo de fosfato inorganico (iP)
nas amostras tratadas ou ndo com inibidor especifico (ouabaina, 4x10™* M), sendo
normalizada em fungdo da proteina total de cada amostra. Dentro do mesmo tempo
de incubagdo nao houve diferenga (P>0,05) na viabilidade, cinematica e na
expressdo da Na*, K'-ATPase entre touros FS e FN. Os parametros cinematicos de
LIN e VCL nao foram influenciados pela incubacido nas amostras de FS e FN,
respectivamente. Houve uma tendéncia (P=0,06) de maior atividade enzimatica da
Na®, K'-ATPase em amostras de touros de FS. Em conclusdo, diferengas na
cinematica e viabilidade espermatica ndo sao detectadas entre touros Angus de FS
e FN imediatamente apds o descongelamento. Diferentes respostas nos parametros
de velocidade pés-incubacdo sado detectadas em touros de FS e FN que podem

estar relacionadas a atividade da Na*, K'-ATPase, sem influéncia na sua expressao.

Palavras-chave: Bomba de sddio e potassio. Bovino. Espermatozoide.



ABSTRACT

Currently, one of the challenges on bovine reproduction is to efficiently identify high
fertility bulls, since traditional andrological evaluation may not precisely differ the
fertilizing potential of a sire, leading to reduced pregnancy rates and economic
losses. Therefore, the Na', K'-ATPase has been considered a potential fertility
marker, due to its sperm specific properties and reports o correlation with Holstein
bull fertility. However, specificities on reproductive management of Brazilian beef
herds associated to the lack of information regarding Na*, K'-ATPase in beef bulls,
the present study was performed aiming to determine association between Na®*, K*-
ATPase activity in thawed Angus bull sperm scored as being a high fertility (HF) or
normal fertility (NF) after fixed time artificial insemination (FTAI). Samples from three
different commercial batches of bulls of HF (n=4) or NF (n=4) were used. Sperm
kinematics was evaluated with CASA system, sperm viability was assessed by
fluorescent microscopy, and expression of Na*, K'-ATPase on the sperm surface by
flow citometry, immediately post-thaw (Oh) and after 2h of incubation (37 °C). Na®,
K*-ATPase activity was determined measuring the releasing of inorganic phosphate
(iP) in the samples treated or not with a specific inhibitor (ouabain, 4x10™* M),
normalized by total protein of each sample. Within the same incubation time, there
was no difference (P > 0.05) on sperm viability, kinematic parameters, and the
expression of Na*, K'-ATPase between HF and NF bulls. Kinematic parameters of
LIN and VCL were not influenced (P>0.05) by incubation time in samples from HF
and NF, respectively. There was a tendency (P=0.06) of higher Na*, K*-ATPase
enzymatic activity in HF bull samples. In conclusion, differences on kinematic and
sperm viability are not detected between HF and NF Angus bulls immediately post-
thaw. Different responses on velocity parameters post-incubation were detected in
HF and NF bulls that might be related to Na*, K*-ATPase activity, without influence of

Na®, K*-ATPase expression.

Keyword: Sodium-potassium pump. Bovine. Sperm.
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1 INTRODUGCAO

A bovinocultura € um importante pilar da producdo mundial de carne e o Brasil
apresenta-se como principal exportador e detentor do maior rebanho bovino
comercial do mundo (ANUALPEC, 2017; GOMES; FEIJO; CHIARI, 2017). No
entanto, a fim de manter a alta competitividade no mercado, faz-se necessario
elevada eficiéncia produtiva (OLIVEIRA FILHO, 2015).

Nesse sentido, a fertilidade € um aspecto altamente relevante (PEDDINTI et
al., 2008), com impacto superior em cerca de cinco vezes, quando comparado ao
desempenho de crescimento, e em cerca de dez vezes comparando-se a qualidade
de produto (BARBOSA; MACHADO; BERGAMASCHI, 2005). Esta diretamente
relacionada a qualidade seminal (JANUSKAUSKAS; JOHANNISSON; RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2001) e além disso, no sistema tradicional de produgao de bovinos de
corte, a fertilidade do macho recebe destaque em virtude da utilizagdo de um unico
individuo para a monta natural de varias fémeas, sendo essa importancia ainda
maior quando da potencializacdo do uso de um unico reprodutor através da
inseminacgao artificial (GADEA; SELLES; MARCO, 2004; KATHIRAVAN et al., 2011).

A inseminacgao artificial (IA) tem como vantagem a economia (ja que € um dos
métodos biotecnoldgicos menos dispendiosos) e a alta aplicabilidade, promovendo
celeridade no ganho genético do rebanho (RODRIGUEZ-MARTINEZ; PENA VEGA,
2013). Desta forma, é fundamental que se selecione criteriosamente os
reprodutores, visto que podem impactar positiva ou negativamente no futuro
reprodutivo do rebanho (BALL; PETERS, 2006). Além disso, a utilizagao de touros
de fertilidade questionavel promove reducao nas taxas de prenhez e aumento dos
custos com manutencéo dos touros e das fémeas n&o prenhes (WALTON, 2012).

Neste sentido, um conjunto de analises é utilizado para designar a
capacidade do macho bovino na reproducao (SANTOS; MARQUES; MELO, 2005),
pois nenhuma delas é suficiente para determinar a fertilidade de um individuo
quando utilizada separadamente. Entretanto, ao serem combinadas, proporcionam
uma avaliagdo geral mais fidedigna (OLIVEIRA et al., 2013), recebendo a
denominagdo de exame androlégico ou avaliagdo tradicional de fertilidade. Esta
analise reprodutiva fundamenta-se no exame fisico geral, que leva em consideragéo
caracteristicas como condicio corpoérea, idade e puberdade; no exame especifico do

sistema genital, através da averiguagdo de 6rgaos internos e externos, além de
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afericdes importantes como da circunferéncia escrotal; na avaliagdo do
comportamento sexual dos individuos e especialmente da qualidade seminal,
avaliando-se seus aspectos fisicos, morfologicos e funcionais (MARTINS, 2002;
SALVADOR et al., 2008; FONSECA, 2009; CBRA, 2013).

Apesar da boa aplicabilidade a campo, a avaliacdo tradicional apresenta
limitagdes que culminam em prejuizos financeiros. A dificuldade na identificacdo de
touros de fertilidade levemente reduzida € um dos principais entraves, que propiciam
menores taxas de prenhez e consequentemente perdas econdmicas consideraveis,
desta forma estimula-se a busca por melhores métodos para introdug¢ao na rotina de
diagndstico andrologico (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004; HOSSAIN et al.,, 2011;
THUNDATHIL; RAJAMANICKAM; KASTELIC, 2018).

Uma das sugestdes mais recentes é a Na*, K'-ATPase, enzima presente em
células eucariontes (BLANCO; MERCER, 1998; KAPLAN, 2002; LINGREL;
KUNTZWEILER, 1994; MORTH et al., 2007), que possui uma de suas subunidades
(a4) restrita ao trato reprodutor masculino, envolvendo-se em aspectos funcionais
espermaticos e influenciando em caracteristicas importantes para a fertilizagao
(WOO; JAMES; LINGREL, 1999, 2000; JIMENEZ et al., 2010; JIMENEZ et al.,
2011a; KONRAD et al., 2011; MCDERMOTT et al., 2012). Assim, a Na*, K*-ATPase,
vem sendo considerada potencialmente preditiva para a fertilidade de touros, através
de estudos com animais de aptiddo leiteira (RAJAMANICKAM et al.,, 2017),
entretanto ainda ha a necessidade de avaliacbes em outras racas bovinas e
diferentes condi¢des de manejo reprodutivo. Por isso, objetivou-se através deste
estudo determinar a associacdo entre a atividade da Na®, K'-ATPase em
espermatozoides descongelados de touros Angus, utilizados em programas de
inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF), e a sua fertilidade, contribuindo com
dados cientificos que auxiliem na determinagdo de marcadores capazes de predizer

com maior fidedignidade a fertilidade de touros de corte.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Parametros Seminais e Fertilidade em Touros

A partir de uma analise inicial no ejaculado, é possivel identificar alteragdes
seminais por meio de elementos fisicos, macroscépicos e sensoriais, tais como
volume, aspecto, coloracdo e odor. A afericio do volume é realizada em tubo
graduado em mililitros (mL) e essa caracteristica pode variar de acordo com o
regime de servico e 0 método de coleta, onde a maior aproximagao aos valores
fisiolégicos & obtida através da vagina artificial, perfazendo normalmente de 5 a 8
mL (CBRA, 2013). No entanto, este parametro ainda pode sofrer uma variagao
fisioldgica em fungdo da idade do animal, uma vez que estudos evidenciam que o
volume seminal tende a aumentar até aproximadamente sete anos de idade,
mantendo-se estavel até os dez anos, quando a partir de entdo passa a diminuir
(TAYLOR et al.,, 1985; MATHEVON; BUHR; DEKKERS, 1998; ISMAYA, 2014;
ARGIRIS et al., 2018).

No que diz respeito ao aspecto seminal, a classificagao varia entre aquoso,
opaco, leitoso e cremoso, possuindo relagdo direta com a concentragcédo
espermatica. A coloracdo também pode fornecer informacgdes relacionadas a
presengca de sangue (hemospermia), sujidades, urina (urospermia) ou ainda
secrecao purulenta (piospermia), sendo o ejaculado bovino considerado dentro da
normalidade para esta caracteristica ao apresentar-se esbranquicado ou em tom
amarelo-marfim. O odor é classificado como suis generis (CBRA, 2013).

Os demais parametros seminais podem ser visibilizados através da
microscopia (BLOM, 1973; CBRA, 2013). A motilidade, caracteristica imprescindivel
no deslocamento espermatico ao longo do trato reprodutor da fémea, é
frequentemente empregada para evidenciar o potencial fértil dos touros através de
uma analise subjetiva, com o sémen entre lamina e laminula sob o aumento de 100
a 400x em microscopia optica, podendo apresentar variagdes entre avaliadores de
30 a 60%, mesmo em casos de andrologistas com vasta experiéncia, o que
evidencia que apesar de util, a motilidade por si s6 nao representa um parametro
confiavel na determinagdo da fertilidade de um animal (ARRUDA, 2000;
VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002; FOOTE, 2003; SUNDARARAMAN;
KALATHARAN; THILAK PON JAWAHAR, 2012; SILVA; NOGUEIRA; SILVA, 2017).

Na tentativa de suprir os prejuizos do carater subjetivo da avaliagdo humana, tem-se
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feito uso do sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), uma analise
computadorizada que fornece dados com objetividade e reprodutibilidade superior
(VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002; SUNDARARAMAN; KALATHARAN;
THILAK PON JAWAHAR, 2012), aumentando a produtividade, facilitando a
comercializacdo de doses e o descarte de sémen fora dos padrdes (AMANN;
WABERSKI, 2014).

Em geral, o CASA é composto por uma camera de video interligada a
microscépio e computador, contendo software especifico. Este conjunto permite a
captura e digitalizagdo de imagens sequenciadas das células espermaticas
(AMANN; KATZ, 2004), com posterior analise de diversas propriedades cinematicas,
além da concentragdo e morfologia (DAVIS; KATZ, 1993; CONTRI et al.,, 2010;
AMANN; WABERSKI, 2014). No que diz respeito aos padrbes moveis, pode-se
avaliar desde parametros mais basicos como motilidade total (MT) e motilidade
progressiva (MP), até caracteristicas mais detalhadas tais como velocidade
curvilinear (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade média do trajeto (VAP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR), indice de oscilagdo (WOB), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH) e batimento cruzado flagelar (BCF)
(KATHIRAVAN et al., 2011). Apesar deste método ser mais eficaz na avaliagdo dos
parametros méveis das células espermaticas, nao modifica o fato da caracteristica “
motilidade” possuir grande variabilidade bioldgica e apresentar baixa correlagdo com
a fertilidade em alguns estudos (SANCHEZ-PARTIDA et al., 1999; BROEKHUIJSE
et al., 2012), enquanto em outros demonstra-se claramente correlacionada
(ALLOUCHE et al., 2017).

A morfologia espermatica possui uma relagdo mais estreita com a fertilidade
(KASTELIC; THUNDATHIL, 2008; MENON et al., 2011), mesmo sendo comumente
analisada em esfregagos corados ou camara umida, demandando alta capacidade
técnica do analista (ARRUDA, 2000; ARRUDA et al., 2011). Menon et al. (2011),
visando confirmar anormalidades morfoldgicas avaliadas por veterinarios a campo,
realizaram analises comparativas com os resultados previamente obtidos,
evidenciando concordancia média de 92%. Na grande maioria dos casos em que 0s
resultados nao corroboraram, os autores sugeriram que houve interferéncia de
fatores como a inferior qualidade de equipamentos utilizados a campo, além da
divergéncia de conhecimento e experiéncia. No quesito equipamento, 0 microscopio

de contraste de fase torna-se importante, visto que muitos dos veterinarios nao
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conseguiram identificar alteracées como vacuolos nucleares, defeitos acrossomais e
condensacao anormal de DNA. Ainda assim foi possivel determinar que os dados
obtidos a campo possuem confiabilidade, servindo para embasar analises com fins
clinicos e de pesquisa, além de auxiliar na determinagao da precocidade sexual dos
animais. De modo geral, sdo estabelecidos como padrées minimos = 70% de
espermatozoides morfologicamente normais e < 20% de espermatozoides com
alteragdes na regidao da cabega (BARTH; OKO, 1989; FRENEAU, 2011).

A concentracdo espermatica € um outro parametro inserido na avaliagao
tradicional, configurando o nimero de espermatozoides por milimetro cibico (mm?),
centimetro cubico (cm®) ou mL. E uma medida passivel de modificacdo em fungao
de muitas variaveis tais como: método e frequéncia de coleta seminal, idade e
higidez do animal, além do aspecto testicular (CBRA, 2013). Sua determinagéo pode
ser obtida utilizando-se camara de Neubauer, configurando-se uma anélise com
carater de subjetividade, ou pode ser adquirida ainda em analises computadorizadas
e espectrofotometria (ARRUDA et al., 2011; CBRA, 2013).

Durante a analise do sémen fresco, pode-se também verificar o
turbilhonamento ou movimento de massa, que € a forca de movimentagdao das
células decorrente de um conjunto de caracteristicas (concentragdo, motilidade e
vigor espermatico). E observado sob lamina e laminula em microscopia 6ptica em
aumento de 100%, com sua classificagdo variando entre zero (auséncia de
turbilhonamento) e cinco (intensidade maxima do movimento), sendo considerado
fisiolégico na espécie bovina valores 23 (CBRA, 2013; SILVA, NOGUEIRA; SILVA,
2017).

A homeostase celular depende da integridade da membrana plasmatica,
que delimita os meios intra e extracelulares (AMANN; PICKET, 1987). Desta forma,
a avaliagao tradicional engloba também tal caracteristica, que apresenta-se como
um importante parametro complementar na predi¢cao da fertilidade bovina. O teste
detecta membranas plasmaticas intactas baseando-se na resposta das células a
insercdo em meio hiposmaético, que permite o influxo de agua com consequente
alteracao estrutural e curvatura flagelar (REVELL; MRODE, 1994; BACINOGLU et
al., 2008). E fundamental que seja utilizado especialmente em amostras
criopreservadas, uma vez que este processo torna a membrana passivel de maiores
alteracbes na permeabilidade seletiva e, consequentemente, a ocorréncia de areas
lesionadas (AMANN; GRAHAM, 1993). Sondas fluorescentes também podem ser
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utilizadas para avaliacdo da integridade de membrana, neste caso diferenciando
plasmatica, acrossomal e mitocondrial (ARRUDA; CELEGHINI, 2003; CELEGHINI,
2005). A relacado da integridade de membrana com a fertilidade € comprovada e
supostamente estd também interligada a capacidade de ligagdo a zona pelucida
(JANUSKAUSKAS; JOHANNISSON; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003; PUGLISI et
al., 2010).

Apesar de todas estas aplicabilidades demonstradas por meio da avaliacao
tradicional da fertilidade, existem limitagdes que estimulam a busca por melhores
métodos para introdugcdo na rotina de diagndstico androlégico. Uma delas é a
capacidade limitada em avaliar apenas pequena quantidade de células espermaticas
(em geral centenas), e neste sentido a citometria de fluxo tem ganhado espaco,
aumentando gradualmente sua utilizacdo (HOSSAIN et al., 2011; PENA, 2015). Isto
se deve a superioridade na representacao numérica das amostras, visto que torna-
se possivel a andlise de milhares de espermatozoides em segundos (PENA, 2015).
Além disso, promove a potencializacdo no uso dos fluorocromos, obtendo uma
analise em ampla escala e mais completa a nivel bioquimico, estrutural e funcional,
determinando a existéncia de populagdes heterogéneas, por sua capacidade de
distingui-las, fornecendo assim dados individualizados (GILLAN; EVANS;
MAXWELL, 2005).

Vale ressaltar que as analises classicas permitem identificar alteracdes
espermaticas mais acentuadas, excluindo com facilidade os touros inférteis,
enquanto os animais que apresentam o potencial fértil levemente reduzido séo
frequentemente classificados com padrdes seminais normais e aprovados como
detentores de fertilidade satisfatoria (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004). Em testes in vivo,
estima-se que ocorra uma variacdo de aproximadamente 20% na fertilidade de
touros selecionados através da avaliagdo tradicional o que configura perdas
econdmicas consideraveis para producdo nacional (JAINUDEEN; HAFEZ, 2004,
THUNDATHIL; RAJAMANICKAM; KASTELIC, 2018). Assim sugere-se que estas
diferengas podem estar envolvidas com outros fatores, ainda ndo bem definidos, o
que torna necessaria a busca de novos marcadores, a fim de complementar as
analises tradicionais e inferir com maior precisdo a fertilidade destes animais
(BYRNE et al., 2012; KAYA; MEMILLI, 2016; MORRELL et al., 2017).
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2.2 Potenciais Marcadores de Fertilidade em Touros

Com a acuracia dos testes usuais de fertilidade sendo alvo de frequentes
questionamentos, a busca por melhores fatores preditivos na avaliagao reprodutiva
de machos torna-se imprescindivel, e € com este objetivo que diversas pesquisas
tém sido realizadas, evidenciando possiveis marcadores para selegcao mais efetiva
de touros (JOBIM; GREGORY; MATTOS, 2009; CHACUR, 2012; GANGULY et al.,
2013; KUMAR et al.,, 2014; KUMAR et al., 2015a,b). Dentre esses estudos, as
analises bioquimicas tem demonstrando sua potencialidade (JOBIM; GREGORY;
MATTOS, 2009), destacando elementos como as proteinas, que mostram-se
relacionadas positiva ou negativamente com o estado reprodutivo masculino
(RONCOLETTA et al., 2006; MOURA et al., 2006; MUHAMMAD et al., 2014).

De modo geral, fungdes essenciais aos espermatozoides, como nutricdo e
protecdo séo viabilizadas por constituintes organicos e inorganicos presentes no
plasma seminal (KUTTY et al., 2014). As proteinas plasmaticas sdo os elementos
que apresentam-se em maior concentragdo neste meio, envolvendo-se nos
processos de capacitacdo e fertilizacdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1998;
JELINKOVA et al., 2003), despertando assim o interesse e questionamentos quanto
ao seu papel potencial na determinacéo da fertilidade, e estimulando pesquisas com
resultados positivos para bovinos de leite (KILLIAN; CHAPMAN.; ROGOWSKI, 1993;
CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN, 1997) e de corte (BELLIN; HAWKINS; AX, 1994;
BELLIN et al., 1996; PARENT et al., 1999).

Abordagens iniciais realizadas por Killian; Chapman; Rogowski (1993)
permitiram a determinacdo de quatro proteinas com possibilidade de associagao a
fertilidade no plasma seminal de touros da ragca Holandesa. Os polipeptideos
detectados de acordo com o peso molecular foram observados com 26 kDa e 55
kDa localizando-se em maiores quantidades nas amostras de touros de maior
fertilidade, enquanto os dois tipos proteicos com 16 kDa, apresentavam-se
proeminentes em touros considerados menos férteis. Um destes polipeptideos foi
posteriormente determinado como osteopontina (CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN,
1997). Por sua vez, Moura et al. (2006) utilizando abordagem protedmica no fluido
seminal de touros com fertilidade pré-determinada e pertencentes a mesma raca,
fizeram o reconhecimento de cerca de 52 caracteres proteicos, nenhum deles com

seletividade para qualquer categoria de fertilidade, no entanto com a existéncia de
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correlacdo entre a intensidade de expressao de quatro das proteinas identificadas e
0s grupos animais, sendo elas a osteopontina, fosfolipase A, e duas isoformas de
espermadesina.

A osteopontina é uma glicoproteina de carater acido, primeiramente
identificada na matriz O0ssea mineralizada da espécie bovina (FRANZEN;
HEINEGARD, 1985). E abundante em &cido aspartico, acido glutdmico e serina
(SORENSEN; PETERSEN, 1994) e esta presente em diversas espécies,
relacionando-se a processos essenciais tais como adesdo, estimulacdo e
sobrevivéncia celular, remodelagdo tecidual, quimiotaxia, organizagdo do
citoesqueleto e sinalizagdo (CRIVELLO; DELVIN, 1992; DENHARDT et al., 1995;
HOYER; OTVOS; URGE, 1995; LIAW et al.,, 1998; DENHARDT; GIACHELLI;
RITTLING, 2001; LESSEY, 2002; MAZZALI et al., 2002).

No trato reprodutivo de touros, além da sua localizacdo no plasma seminal,
€ principalmente detectada nas glandulas vesiculares e ampulares, onde sua
expressao génica também ocorre no tecido epitelial, concomitante a expressao em
células germinativas do tubulo seminifero (CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN, 1999;
RODRIGUEZ; DAY; KILLIAN, 2000). Acredita-se que a osteopontina estabelece
interagcdo com as células espermaticas no momento da ejaculacédo (MANJUNATH et
al., 1994), no entanto Erikson et al. (2007) através de analises em Western Blot
conseguiram reconhecer uma variagao da osteopontina com peso molecular de 35
kDa em espermatozoides da cauda do epididimo. No mesmo estudo foi possivel
verificar por meio da imunofluorescéncia que esta proteina pode situar-se na regiao
pos-acrossomal da cabeca espermatica, bem como na peca intermediaria. De modo
geral, a osteopontina de 55 kDa €& encontrada com cerca de 2,5 vezes maior
concentracdo no plasma seminal de touros Holandeses de fertilidade superior, em
comparagao a touros de baixa fertilidade (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993;
CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN, 1997). Contudo, existem relatos de concentragbes
mais elevadas, em torno de quatro vezes para os touros de maiores escores,
evidenciando que esta correlacdo com a fertilidade pode ser ainda mais forte
(MOURA et al., 2006).

A fosfolipase A2 é uma familia de proteinas que também promove atuagao
em diversos aspectos bioldgicos, como em processos inflamatérios, defesa celular e
remodelagao lipidica, sendo capaz de remover de forma especifica o acido graxo na
posicado sn-2 da molécula de fosfolipideos (CHAMINADE et al., 1999; SCHALOSKE;
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DENNIS, 2006; LAMBEAU; GELB, 2008). Apesar de apresentar como principal
caracteristica sua atividade enzimatica, as fosfolipases A2 subdividem-se em dois
agrupamentos de acordo com a massa molecular (DENNIS, 1994; SCOTT; SIGLER,
1994). Englobando proteinas que variam entre 14 e 20 kDa, o grupo de baixa massa
molecular é encontrado em secre¢des e no citoplasma de varias células (DENNIS,
1994; SCOTT; SIGLER, 1994; CHEN et al., 1994), dentre elas o espermatozoide e o
plasma seminal de mamiferos (RONKKO, 1992), bem como células epididimarias,
das vesiculas seminais, do duto deferente e préstata de camundongos (MASUDA et
al., 2004).

Ha indicacbes de que sua atuacdo € relacionada a fertilizacdo e a
modificagdes no sistema reprodutivo da espécie bovina (ao longo do seu
amadurecimento), e esta identificacdo de fosfolipase A2 em grandes quantidades no
trato genital masculino sugere sua grande importancia no aspecto da fertilidade,
onde se evidencia que a expressao deste tipo proteico ocorre em niveis mais
elevados em touros considerados mais férteis (RONKKO, 1992; MASUDA et al.,
2004; MOURA et al., 2006; ROLDAN; SHI, 2007).

Por sua vez, as espermadesinas compdem um grupo de glicoproteinas com
peso molecular entre 12 e 16 KDa (CABALLERO et al., 2008), que participam do
processo de ligacdo a zona pelucida, atuando na interagdo entre odcito e
espermatozoide (MELO; TEIXEIRA; HAVT, 2008); além disso recobrem as células
espermaticas, comportando-se como fatores decapacitantes (JANSEN; EKHLASI-
HUNDRIESER; TOPFER-PETERSEN, 2001; DACHEUX et al., 2005).

No fluido seminal de touros da raga Brahman, € o segundo maior grupo de
proteinas (REGO et al., 2014). Apesar disso, Moura et al. (2006) comparando
diferentes status de fertilidade em touros Holandeses, constataram que a
espermadesina (isoforma z13, 14 kDa) apresenta correlagdo negativa com este
parametro. Assim os touros mais férteis, apresentam menor expressdo do grupo
proteico no plasma seminal, o que é coerente com os relatos de Killian; Chapman,;
Rogowski (1993) a respeito do caractere antifertilidade com baixo peso molecular
localizado no mesmo meio bioldgico.

Outras proteinas presentes no plasma seminal e na prépria célula
espermatica sao relatadas com associacdo a fertilidade de touros, como por
exemplo protamina 1 (DOGAN et al., 2015), enolase 1, alfa-2-Glicoproteina-HS e

glutationa peroxidase (PARK et al., 2012) que apresentam correlagdo positiva,
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enquanto as proteinas do plasma seminal bovino (bovine seminal plasma proteins,
BSPs) e ropporina 1 (RONCOLETTA et al., 2006; PARK et al., 2012) associam-se
negativamente com este parametro.

Um outro viés que vem mostrando-se de grande valia na predi¢do do status
reprodutivo bovino é a utilizacdo de marcadores genéticos, que possibilitam a
selecao precoce de touros, evitando custos na criacdo de machos futuramente nao
aprovados pela avaliagdo androlégica. No entanto, para o bom funcionamento deste
método é necessario a identificacdo de marcadores moleculares que possuam
associagao efetiva com a qualidade seminal (GANGULY et al., 2013; KUMAR et al.,
2014; KUMAR et al.,, 2015a,b), em geral genes relacionados a codificagdo de
horménios reprodutivos ou cuja funcionalidade esteja atrelada diretamente a
fertilidade (FORTES et al., 2013).

Diversos polimorfismos de nucleotideo unico (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) tém sido associados com tragos de fertilidade,
bem como ao desenvolvimento de blastocistos in vitro (WANG et al., 2009; KHATIB
et al., 2009a; KHATIB et al., 2009b; COCHRAN et al., 2013). Além disso, quando
comparada a testes convencionais, a selecdo gendmica de touros pode promover
outros beneficios, como a redugdo de intervalo entre geragbes (GILBERT et al.,
2007). Porém, considera-se pequena a quantidade de pesquisas para genes
candidados a demarcacdo da fertilidade masculina, mesmo com a tamanha
contribuicdo do macho no sistema produtivo (FORDYCE et al., 2002; HOLROYD et
al., 2002; MCGOWAN et al., 2002; FORDYCE et al., 2006; FORTES et al., 2013).

Ainda assim, regides especificas de cromossomos ja foram identificadas com
associagcdo a caracteres reprodutivos em touros, como a idade estimada da
puberdade, peso e volume testicular, relacionando-se ao cromossomo 29, e o0s
niveis de hormdnio foliculo-estimulante (FSH) ao cromossomo 5, na posi¢ao 70cM
(CASAS; LUNSTRA; STONE, 2004). SNPs também foram correlacionados a
puberdade e fertilidade em animais da raca Brahman, nos cromossomos X e 14
(FORTES et al., 2012a, b), enquanto taxas de concepgédo de touros holandeses
associaram-se a regides nos cromossomos 2, 5, 18, 25 e 29 através de analises em
associagdo gendmica ampla (genome-wide association study, GWAS)
(PENAGARICANO; WEIGEL; KHATIB, 2012).
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Um outro elemento que vem sendo estudado em fungao da fertilidade bovina
é a Na’, K'-ATPase e uma andlise mais aprofundada da sua relacdo com

caracteristicas espermaticas € apresentada abaixo.

2.3 Na+, K+-ATPase na Reprodugao do Macho

A Na’, K'-ATPase, também conhecida como bomba de sddio e potassio, &
uma enzima presente na membrana plasmatica da maior parte das células
eucariontes, capaz de regular o gradiente iGnico intracelular através do transporte
ativo, com permuta de trés Na® citoplasmaticos por dois K extracelulares, apos
fosforilagdo (BLANCO; MERCER, 1998; KAPLAN, 2002). Como proteina integral de
membrana, possui agao sobre o equilibrio osmaético e demais processos essenciais
para a homeostase celular, como a manutencido da estabilidade de membrana,
regulagcdo do pH e volume intracelular, além do transporte secundario de outros
componentes, como H*, Ca™ H,0O, glicose, aminoacidos e neurotransmissores
(SKOU, 1990; SKOU; ESMANN, 1992; LINGREL et al., 2003; BLANCO, 2005;
BARTOLAMI et al.,, 2011). Recebe também a classificagdo de heterodimera, por
possuir sua constituicdo principal baseada em dois polipeptideos denominados de
subunidades a (de carater catalitico) e B (glicosilada) (LINGREL; KUNTZWEILER,
1994; BLANCO; MERCER, 1998; MORTH et al., 2007).

A subunidade a mostra-se essencial no processo de troca ibnica e no papel
hidrolitico desempenhado pela enzima (JORGENSEN; HAKANSSON; KARLISH,
2003). Seu peso molecular aproximado € de 112 kDa, com distribuicdo em dez
segmentos de membrana e apresentagcdo em quatro variagdes ja identificadas em
mamiferos (a1, a2, a3 e a4). Além disso, € a subunidade que detém receptores para
cations, ATP e glicosideos cardiacos, como a ouabaina e a digoxina (ROSE;
VALDES, 1994; BLANCO; MERCER, 1998; JORGENSEN; HAKANSSON; KARLISH,
2003; LINGREL et al., 2003; HAVIV; KARLISH, 2013). Com uma fungao inibitoria
altamente especifica sobre a Na*, K'-ATPase, a ouabaina se liga aos sitios na
subunidade a, incitando vias sinalizatérias capazes de promover correcoes
funcionais em diversas células (BLANCO; MERCER, 1998).

Por sua vez, a subunidade B é a responsavel por realizar a estabilizacio
proteica na membrana plasmatica, sendo assim imprescindivel para o bom

desempenho da Na®, K'-ATPase. Seu peso molecular é estimado em 35 kDa e
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apresenta-se como unico segmento de membrana (GEERING, 2001; HAVIV,
KARLISH, 2013), possuindo trés variagdes ja identificadas (1, B2 e p3) (BLANCO;
MERCER, 1998).

Existe ainda o polipeptideo vy, pertencente a familia FXYD, uma classe de
proteinas caracterizadas como acessorias, que estabelece interacdes com a Na”,
K*-ATPase (BEGUIN et al., 1997; PAVLOVIC; FULLER; SHATTOCK, 2013). Este
polipetideo participa da regulagédo funcional da bomba e pode ainda interferir com a
sua afinidade por cations em determinados tecidos (BEGUIN et al., 1997,
ARYSTARKHOVA et al., 1999; DIETZE et al., 2013). E uma proteina pequena, de
apenas 7 kDa e de carater hidrofobico (FORBUSH; KAPLAN; HOFFMAN, 1978).

Ao se tratar da expressao das diferentes subunidades a e 3, encontram-se
variagdes relacionadas a tipos celulares. Por exemplo, a1, a2 e a3 podem ser
encontradas em células somaticas (BLANCO; MERCER, 1998; MOBASHERI et al.,
2000), com a1 considerada onipresente, enquanto a2 €& sobretudo expressa em
tecido cerebral, cardiaco e musculo-esquelético, e a3 em tecido cerebral e ovariano
(BLANCO; MERCER, 1998; WOO; JAMES; LINGREL, 2000). Ja a a4 possui uma
expressdo bem mais restrita, sendo identificada apenas em células de Sertoli e
espermatozoides (WOO; JAMES; LINGREL, 1999, 2000; KONRAD et al., 2011;
MCDERMOTT et al., 2012). Remetendo-se aos polipeptidios B, B1 € 0 que possui
apresentagcao ubiqua (HICKEY; BUHR, 2012), em contrapartida B2 tem forte
expressdo em musculo esquelético, tecido nervoso e na glandula pineal, e B3 em
tecido pulmonar, hepatico e testicular (MOBASHERI et al., 2000; BLANCO, 2005).
Os polipeptideos a e 3 estabelecem combinacdes entre si, promovendo a criagao de
isoformas com padrées mais especificos de expressao (BLANCO; MERCER, 1998;
BLANCO, 2005), estando tais particularidades intrinsecas a nivel tecidual ou celular
(JEWELL; SHAMRAJ; LINGREL, 1992).

A singular expressao da subunidade a4 (ATP1A4, nomenclatura do gene) tem
estimulado o desenvolvimento de pesquisas em busca de informagdes mais
aprofundadas sobre o funcionamento e suas implicacdes na fertilidade do macho. Ja
€ comprovada que esta subunidade pode ser identificada no meio intratesticular,
tanto em células germinativas diploides quanto em haploides, e sua expressao
ocorre conjuntamente a maturidade sexual e a medida que ha o processo de
diferenciagao celular, podendo equivaler a dois tergos de toda atividade energética
consumida pela célula espermatica (BLANCO; MERCER, 1998; BLANCO et al.,
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1999; WOO; JAMES; LINGREL, 2000; BLANCO, 2003; BLANCO, 2005; WAGONER
et al., 2005).

A relevancia da a4 faz-se presente em fungdes gerais, como a regulagao de
pH, do potencial de membrana e dos proprios ions Na® e K' no espermatozoide,
sendo essencial no suporte a motilidade, fertilidade e capacitagao de forma espécie-
especifica (WOO; JAMES; LINGREL, 2000; JIMENEZ et al., 2010; JIMENEZ et al.,
2011a). Através de estudos onde foram utilizados espermatozoides oriundos de
camundongos knockout, com delecdo desta subunidade da Na®, K'-ATPase, foi
possivel confirmar sua grande importancia frente a capacidade fertilizante, uma vez
que os espermatozoides mostraram-se totalmente incompetentes para executar a
fertilizacdo e os camundongos apresentavam-se estéreis. Além disso, a auséncia da
a4 prejudicou severamente diversos parametros cinematicos (JIMENEZ et al.,
2011a; MCDERMOTT et al., 2012). Sua elevada sensibilidade a ouabaina, que é
capaz de inibir seletivamente este polipeptideo, torna evidente que o seu bloqueio
também resulta no comprometimento da motilidade espermatica (BLANCO et al.,
1999; WOO; JAMES; LINGREL, 2000; WOO; JAMES; LINGREL, 2002). Em
contrapartida Jimenez et al. (2011b), a fim de confirmar esta premissa, utilizaram
camundongos transgénicos para promover a superexpressao de a4 nos
espermatozoides, resultando em motilidade espermatica hiperativada mesmo
submetendo-os a condi¢bes nao-capacitantes.

Esta funcionalidade sobre os parametros moveis da célula pode ser
associada a localizagdo de a4 na regiao flagelar dos espermatozoides de algumas
espécies (WAGONER et al., 2005; SANCHEZ et al., 2006), que se encontra
predominantemente na pecga intermediaria em espermatozoides de ratos (WOO,;
JAMES; LINGREL, 2000) e na pega principal em camundongos e humanos (HLIVKO
et al., 2006; SANCHEZ et al., 2006; KUMAR; KUMAR; JAMES, 2016). No entanto,
ao se tratar de espermatozoides bovinos, a sua localizacdo ocorre especialmente na
regiao da cabega e sua atuacgao se relaciona de forma mais intensa a capacitagao
espermatica (GUR; BREITBART, 2006; NEWTON et al., 2010). A menor influéncia
de a4 sobre os padroes moéveis de células espermaticas bovinas pdde ser
demonstrada em estudo realizado por Thundathil; Anzar; Buhr (2006), que ao
efetuar o bloqueio desta subunidade nao evidenciaram qualquer reducdo ou

comprometimento significativo na motilidade total.
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Um outro ponto importante foi comprovado por Newton et al. (2010), que
demonstraram a ocorréncia de redistribuicdo da subunidade a4 de toda a regido da
cabecga espermatica para uma restricdo na regidao pds-acrossomal apds 0 processo
de capacitagdo. Para tanto foi necessario confirmar a manutengao da integridade do
acrossoma nas células, o que permitiu constatar que nao houve correlagado entre a
perda da subunidade a4 na regido acrossomal e a exocitose de granulos, mas sim
uma correlagéo positiva, mesmo que parcial, entre a reorganizagao desta proteina e
a capacitacao espermatica (NEWTON et al., 2010).

Remetendo-se a particular relagado entre a4 e ouabaina, sua sensibilidade
apresenta-se cerca de 10000 vezes maior quando comparada a a1l em células
espermaticas de ratos (WAGONER et al., 2005). Este potente inibidor é
naturalmente secretado a partir da glandula adrenal bovina e também faz-se
presente no fluido vaginal da mesma espécie (LAREDO; HAMILTON; HAMLYN,
1994; DANIEL et al., 2010). Assim, para utilizacao in vitro, definiu-se de modo geral
que a concentracdo necessaria para inibicao da subunidade a4 por ouabaina dar-se-
a em nanomolar, enquanto para a1, em micromolar (BLANCO; MERCER, 1998).
Jimenez; Sanchez; Blanco (2012) por meio da utilizagdo do glicosideo na
concentragdo de 10 M, obtiveram o bloqueio total da a4, ao mesmo tempo que ndo
promoveram qualquer interferéncia sobre a acdo da subunidade a1. Neste estudo,
um outro aspecto importante foi a associagdo do fluorocromo bodipy associado a
molécula de ouabaina, sendo utilizado como uma ferramenta pertinente a
quantificacdo de a4 na superficie celular. Jimenez et al. (2010) realizaram
tratamentos em espermatozoides de ratos, com ouabaina nas concentragdes de 10®
M e 10 M. O primeiro tratamento permitiu a inibicdo exclusiva da subunidade o4,
adquirindo efeitos prejudiciais a motilidade total e demais parametros méveis das
células, como velocidade curvilinear, amplitude lateral de cabeca e linearidade. Por
sua vez, a utilizagdo da maior concentragdo de ouabaina (10° M) foi capaz de
bloquear tanto a a4 quanto a a1, nao promovendo altera¢des adicionais aos padroes
moveis dos espermatozoides. Com estes resultados, além de indicar as
concentracbes usuais do inibidor para as respectivas subunidades, os autores
reafirmam a importante atuacdo de a4 sobre tais caracteristicas espermaticas, da
mesma forma que excluem o envolvimento de a1.

Uma outra resposta induzida pela interacdo da Na®, K'-ATPase com a

ouabaina é o desencadeamento de eventos em sequéncia relacionados a
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capacitacdo, tais como elevacdo dos niveis de Na® e Ca’ no meio intracelular
(YANAGIMACHI, 1994), fosforilagdo de tirosina (THUNDATHIL; ANZAR; BUHR,
2006), polimerizagdo de actina (BERNABO et al.,, 2011; RAJAMANICKAM et al.,
2017) e produgédo de espécies reativas de oxigénio (de LAMIRANDE; LECLERC;
GAGNON, 1997), indicando que o estabelecimento desta relagdo também induz a
capacitagao espermatica (NEWTON et al., 2009). Em ensaio realizado por Newton
et al. (2010), utilizou-se a incubagdo de amostras bovinas com ouabaina e com
imunosoro anti-o4, posteriormente observando-se maior propor¢cao de células
espermaticas capacitadas. Em adicao, foi realizada a fertilizacado in vitro utilizando
estes espermatozoides, identificando-se a superioridade na concentragao de células
em regiao limitrofe da zona pelucida, quando comparada aos grupos controle. Além
disso, detectou-se maior porcentagem de odcitos fertilizados pelos espermatozoides
incubados com ouabaina ou com imunosoro. Estes resultados puderam determinar a
habilidade das células espermaticas pré-incubadas com os meios supracitados e
sua correlagcao com a capacitacao destes espermatozoides.

A acao inibitéria da ouabaina como atributo de especificidade frente a o4
permite destacar a divergéncia nesta classe de subunidades presente nas células
espermaticas, evidenciando que ndo se trata de dualidade, mas sim de
caracteristicas e funcionalidades distintas inerentes a cada uma delas (WOO;
JAMES; LINGREL, 2000, 2002; SANCHEZ et al., 2006; JIMENEZ et al., 2010).
Todavia, a a4 pode se associar a outras subunidades, como a 31 e assim realizarem
co-expressao, o que permite a manutencao das caracteristicas classicas, como a
catalise, fosforilacdo e transporte de ions, mas também a apresentacdo de
propriedades diferenciadas (ARYSTARKHOVA; SWEADNER, 1997; BLANCO et al.,
1999). No caso da isoforma a431, além de apresentar-se mais sensivel a ouabaina,
possui afinidade superior ao Na®, e inferior ao K* (BLANCO, 2005).

Em fungéo da interferéncia direta sobre o gameta masculino, a subunidade a4
vem ganhando notoriedade com o seu potencial preditivo da capacidade fertilizante
espermatica. Rajamanickam et al. (2017), utilizando sémen bovino descongelado
oriundo de touros de leite com niveis distintos de fertilidade, investigaram a
associacao entre o conteudo de ATP1A4 e a fertilidade destes animais. Observaram
que a quantidade deste polipeptideo possui correlacdo positiva com a fertilidade,
uma vez que os touros pré-classificados como mais férteis, possuiam também maior

concentracdo de ATP1A4, quando comparados aos touros de fertilidade reduzida.
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Além deste parametro, a pesquisa envolveu atividade e niveis de espécies reativas
de oxigénio, F-actina e calcio intracelular, com os quais foi possivel estabelecer que
a maior atividade enzimatica e o maior conteudo de ATP1A4, também estavam
interligados ao aumento da fosforilagdo de tirosina, do conteudo de espécies
reativas de oxigénio intracelular e de F-actina, assim como estavam atrelados aos
menores niveis de calcio. Através desta pesquisa demonstrou-se o potencial
preditivo do conteudo de ATP1A4 na fertilidade de touros, langando mao de métodos
precisos, objetivos e que proporcionam boa repetibilidade (RAJAMANICKAM et al.,
2017). Da mesma forma, Thundathil; Rajamanickam; Kastelic (2018) demonstraram
relevancia fisioldgica da ATP1A4 na regulagao da fungédo espermatica, evidenciando

sua aptidao na marcacao deste parametro tdo importante na producéo animal.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

O exame androlégico € um método eficaz na determinagdo de muitos
aspectos da qualidade espermatica, no entanto sua falha na identificacdo dos
fatores promotores de variacdo em testes in vivo quando da utilizacdo de sémen de
touros aprovados, estimula a busca por novos elementos preditivos da fertilidade.
Assim, caracteres proteicos e genéticos tém sido indicados como potenciais
marcadores, e dentre eles, a Na’, K'-ATPase cuja associacdo a fertilidade ¢é
comprovada em touros de racga leiteira. Apesar disso, ainda ha a necessidade de
consolidar o conhecimento ja adquirido em torno desta proteina e ir em busca de
caracteres moleculares relacionados a Na*, K'-ATPase e a fertilidade com maior
padronizacao e repetibilidade, visando sua utilizagdo comercial como marcador da

fertilidade bovina.
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Summary text for the online table of contents

1. The prediction of bull fertility remains challenging

2. We evaluated if sodium pump of thawed sperm can be associated with fertility of Angus
bulls. There is a tendency of higher enzymatic activity in high fertility bulls and the
expression of this enzyme on sperm surface decreases after post-thaw incubation

3. The results can contribute with a new piece on comprehension and prediction of bull

fertility

Abstract. The present study aimed to evaluate the Na’', K'-ATPase in thawed sperm of
Angus bulls of high (HF, n = 4) and normal fertility (NF, n = 4), after fixed time artificial
insemination. Samples from three different batches/bull were used. The following sperm
features were evaluated immediately post-thaw and after 2 h of incubation: sperm kinematic,
viability, and expression of Na', K'-ATPase on the sperm surface. The Na', K'-ATPase
activity was determined immediately after thawing by measurement of phosphate releasing.
Within the same incubation time, there was no difference (P > 0.05) on sperm viability,
kinematic parameters, and the expression of Na’, K'-ATPase on the sperm surface between
HF and NF bulls. Kinematic parameters of LIN and VCL were not influenced (P > 0.05) by
incubation time in samples from HF and NF, respectively. There was a tendency (P = 0.06) of
higher Na’, K'-ATPase enzymatic activity in HF bull samples. In conclusion, thawed sperm
from high fertility Angus bulls tend to higher Na', K'-ATPase activity, associated with
kinematic parameters post-incubation, which demonstrated lower hyperactivation compared
to normal fertility bulls. Additionally, expression of Na', K'-ATPase on the sperm surface of
Angus bulls is not related to bull fertility and reduces throughout incubation time.

Keywords: ion channel, spermatozoa, transmembrane protein.
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Introduction

In order to evaluate the reproductive potential of a sire, traditional andrological
evaluation is usually performed and can identify infertile animals, but this strategy is normally
inefficient to distinguish between fertile and subfertile bulls, allowing variations between~
20% on pregnancy rate of bulls classified as satisfactory, during traditional andrological
evaluation (Thundathil et al., 2018). Considering that in beef herds, the bull fertility
contributes more significantly to fertility failure than in dairy herds (Flowers, 2013), new
markers able to predict bull fertility have been studied.

Seminal plasma proteins and metabolomics markers (Muhammad et al., 2014; Velho
et al., 2018), genetic analysis (Taylor et al. 2018), and sperm cells characteristics (Erickson et
al., 2015; Kumaresan et al., 2017) are some of the research targets in order to better predict
bull fertility. Among these potential markers, the Na", K'-ATPase and its relevance for sperm
fertility in different species has been studied in the last decades (Blanco and Mercer, 1998;
Kaplan, 2002). The Na', K'-ATPase is a transmembrane protein, which participates on
sperm-related features, such as motility, fertility, and capacitation (Woo et al., 2000; Newton
et al., 2010; Jimenez et al., 2011), and on of the subunits of Na', K'-ATPase (04) is restricted
to male reproductive tract (Woo et al., 2000; Konrad et al., 2011).

In Holstein bulls, it was reported a relationship between Na', K'-ATPase
concentration/activity and fertility (Rajamanickam et al., 2017), as well as its physiological
relevance on the regulation of some sperm features (Thundathil et al., 2018). Nonetheless, to
our knowledge, studies investigating the influence of Na', K'-ATPase on beef bull fertility

was not reported. Consequently, the goal of the present study was to determine the association
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between Na', K'-ATPase content and activity in thawed sperm from bulls previously

classified as higher- (HF) and normal-average fertility (NF) after FTAI

Materials and methods

Semen samples from three different batches of eight Angus bulls were provided by an
Al center. Four bulls were previously classified as HF and four as NF, based on pregnancy
rate of thousands of Al in FTAI programs (Concept Plus program, Alta Genetics LTDA,
Brazil). All sample were maintained in liquid nitrogen (-196 °C) until further processing,
when they were thawed (37 °C, 30 s). Sperm were evaluated regarding kinematic, viability,

Na', K'-ATPase activity and expression on the sperm surface, as follows.

Sperm kinematic and viability

One straw from each batch/bull was thawed, the content transferred to a microtube and
homogenized. Sperm kinematic and viability were assessed immediately after thawing (Oh)
and following 120 min of incubation in water-bath (37°C).

The CASA system consisted of an optical phase-contrast microscopy system (Nikon™
H5505, Eclipse 501, Japan) with stroboscopic illumination, a warming stage (37 °C), video
camera (Basler Vision Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Germany), and a PC with Sperm
Class Analyzer (SCA™) software (Microptics, S.L., Version 3.2.0, Barcelona, Spain). At
least five nonconsecutive, randomly selected microscopic fields per sample were scanned,
recording at least 500 sperm. Events not related to sperm were removed, and image sequences
were saved and later analyzed. The following end points were analyzed: total motility (TM,

%), progressive motility (PM, %), linearity (LIN, %), straightness (STR, %), wobble (WOB,
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%), curvilinear velocity (VCL, um/s), progressive velocity (VSL, um/s), path velocity (VAP,
um/s), amplitude of lateral head displacement (ALH, um), and beat frequency of the tail
(BCF, Hz). Motility end points were measured with the following settings: temperature 37 °C;
frames acquired, 25; frame rate, 25 s; minimal contrast, 75; frame number, 25 per field; sperm
velocity that can be analyzed, 0 to 180 um/s; and threshold STR, 75%.

Sperm viability was assessed using a commercial kit (LIVE/DEAD™ Sperm viability
kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA; code L7011), according to manufacture’s
guidelines. Aliquots (25 pL) of thawed semen samples from each batch/bull were diluted in
modified TALP (1:10, v:v), followed by addition of 1.25 pL of SYBR-14 (20 uM) and 1.25
pL of propidium iodide (2.4 mM), homogenized in microtubes and incubated in the dark (10
min) at room temperature. After, an aliquot (6 pL) was placed on glass slides, fixed
(glutaraldehyde 5%) covered with a coverslip and evaluated by fluorescence microscopy
(400x%; 450-490 nm excitation/emission filter; FWL- 3500 T FL, Feldmann Wild Leitz,
Manaus, AM, Brazil). Two hundred cells of each sample were evaluated, being considered

viable sperm labeled in green and non-viable sperm labeled in red.

Na', K"-ATPase activity

Two straws from each batch/bull were thawed, the content transferred to a microtube,
500 pl of modified TALP (NaCl 100 mM, KCl 3.1 mM, NaH,PO,4 0.3 mM, MgCLL,6H,0 0.4
mM, Hepes 40 mM, Lactate 21.6 mM, PVA 0.1 mM; 37 °C) was added followed by
centrifugation (500 g, 10 min, 8°C). After the supernatant was discarded, the sperm pellet was
resuspended with 1000 pl of extraction buffer (Imidazole 30 mM, sucrose 250 Mm, NaEDTA
1 Mm) and homogenized. The content was split into two treatments: control (extraction buffer

only) and ouabain-treated (extraction buffer + ouabain 4 x 10™* M), to inhibit Na’, K"-ATPase
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activity. The samples were kept under refrigeration (5 °C) during 60 min and vortexing (10 s)
every 15 min. Following, the samples were centrifuged (15,000 g, 15 min, 22°C), the
supernatant was recovered and diluted in Milli-Q water (1:20, v:v), before Na*, K'-ATPase
activity determination.

The Na', K'-ATPase activity was determined in triplicate, using a commercial kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; code MAK307) according to manufacture’s guidelines.
Briefly, the kit detects the released phosphate (rP) based on the green complex formed by the
interaction among Malachite Green, molybdate and free orthophosphate, allowing the
quantification of Na“, K'-ATPase activity by calculating the difference between rP in the
control and ouabain-treated samples. Na*, K'-ATPase activity was normalized based on the
total protein of each sample, assessed using a commercial kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA; code TP0300), according to manufacture’s guidelines. Both rP and total protein were
measured using an ELISA reader at 630 nM filter (Polaris®, Celer Biotechnology, Belo
Horizonte-MG, Brazil). The activity of Na', K'-ATPase is expressed as uM of rP/ug of

protein/hour.

Expression of Na', K -ATPase on the sperm surface

One straw from each batch/bull was thawed and the total content was split into two
microtubes. The samples of the first microtubes were immediately processed; whereas the
samples in the second microtube were maintained in water-bath during 120 min (37°C),
before evaluating the expression of Na", K'-ATPase on the sperm surface.

To assess the expression of Na', K'-ATPase on sperm surface, the semen samples in
each microtube were homogenized with 750 pul of modified TALP, followed by centrifugation

(500 g, 5 min, room temperature) to remove the extender. After the supernatant was
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discarded, the sperm pellet was resuspended in 750 pl of modified TALP and homogenized.
Following, 2 pl of fluorochrome Bodipy® FL Ouabain solution in PBS (FLOU; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added to 198 ul of sperm samples and incubated (15 min,
room temperature), to obtain 10”7 M of FLOU as final concentration.

After incubation with FLOU, the samples were analyzed by flow cytometry on a
FACSCanto™ II device (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with the FACS Diva
software (Becton Dickinson). A gate excluding cell debris was determined using forward vs.
side scatter parameters. Analyses were performed after recording 10,000 events for each
sample and fluorescence was determined in the FITC channel at 488 nm excitation and 525
nm emission. The flow cytometry results for expression of Na', K'-ATPase on the sperm
surface of total cells were analyzed using the Flowing Software 2.5.1 and the results are

expressed as the median of fluorescence intensity.

Statistical analysis

The normal distribution of the data was assessed by a Shapiro-Wilk test. Each batch
from each bull was considered an experimental unit. The variables used for comparison were
bull fertility (HF and NF) and incubation time (0 and 120 min), when applicable. All analyses
were performed using Past software (Version 3.18) and no data was transformed before the
analyses. Differences between variable means in sperm kinematic, viability and Na', K'-
ATPase expression on the sperm surface were assessed using one-way ANOVA followed by
a Tukey’s pairwise test. The Na", K'-ATPase enzymatic activity between HF and NF bulls
were assessed using Mann-Whitney. For all analyses, P < 0.05 was considered significant and

the values of each parameter are expressed as mean = SEM.
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Results

Within the same evaluation time (0 and 2 h post-thaw), there was no difference on
sperm kinematic between HF and NF bulls (P > 0,05, Table 1). The incubation time caused a
significant reduction in most of the kinematic parameters, in spite of bull fertility, excepting
for STR, BCF, and ALH that were not influenced by incubation time. It is of note that in the
samples from HF bulls, there was no reduction on LIN after incubation time, and a similar
pattern was observed for VCL in NF bulls.

There was also no difference between samples from HF and NF bulls for sperm
viability within the same evaluation time, although incubation reduced (P < 0.05) sperm
viability in sperm samples from both HF and NF bulls (63.6 = 2.2 and 69.3 & 2.4 at Oh; 54.2 +
2.4 and 52.5 = 1.8 at 2 h for HF and NF bulls, respectively).

Regarding Na', K'-ATPase activity, there was a similarity between HF and NF bulls.
However, a tendency (P = 0.06) to higher enzymatic activity was observed in samples from
HF bulls compared to NF (Figure 1). Moreover, there was no influence of bull fertility in the
Na’, K'-ATPase expression on the sperm surface immediately after thawing, nor after 2 h of
incubation. However, the incubation time reduced (P < 0.001) the median fluorescence

intensity in samples from both HF and NF bulls (Figures 2 and 3).

Discussion

The similar kinematic parameters within the same incubation time between HF and
NF bulls are in agreement with a previous report (Santos, 2016). Nevertheless, a similar study
performed with Holstein bulls (Rajamanickam et al., 2017) reported that high fertility bulls

presented higher PM compared to low fertility bulls. It is noteworthy that Rajamanickam et al.
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(2017) separated the thawed sperm by percoll density gradient before analysis, which
probably selected sperm subpopulations with superior motility and viability (Henkel and
Schill, 2003), excluding sperm subpopulations that suffered more extensive cryoinjuries
(Morrell, 2006; Maree and Van Der Horst, 2013). As in the present study the thawed samples
were no pre-selected, sperm subpopulations more susceptible to cryoinjuries were also
evaluated, which could explain the similar kinematic between HF and NF bulls within the
same incubation time.
In parallel to kinematic parameters, sperm viability did not differ between HF and
NF bull with the same, in agreement with Al Naib et al. (2011), who also reported no
difference on sperm viability between bulls with different fertility. Although sperm viability
has been considered an important characteristic of seminal quality (Christensen et al., 2011),
the present results reinforce its ineffectiveness to predict bull fertility when evaluated isolated.
The 2 h incubation time allows identifying a different kinematic pattern on VCL and
LIN for HF and NF bulls, respectively, which remained similar values compared to
immediately post-thaw (0 h). It is well known that cryopreservation causes sublethal sperm
freezing damage (Holt, 2000) and might culminate on sperm cryocapacitation and
hyperactivation (Topfer-Petersen et al., 2005), which can be characterized by high VCL and
ALH values associated to low LIN and STR (Muifo et al., 2008). Since STR, ALH, and BCF
values were similar throughout incubation time, regardless bull fertility (HF or NF); the
kinematic pattern observed in NF bulls throughout incubation time (maintaining VCL and
reducing LIN values) might reflect the hyperactivation in sperm subpopulations. Conversely,
the high LIN and reduction on VCL of the HF bulls sperm after incubation indicates a lower
percentage of hyperactivated sperm subpopulations, in agreement with previous studies
reporting that individual sperm velocities can be associated to fertilizing potential of thawed

sperm (Byrd et al., 1990; Krause, 1995).
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It was observed a tendency of HF bulls presents higher Na", K'-ATPase enzymatic
activity, but no difference on Na', K'-ATPase expression on sperm surface was detected.
Rajamanickam et al. (2017) demonstrated that high fertility Holstein bulls have higher
activity and content of Na', K'-ATPase, compared to low fertility bulls. It is noteworthy that
Rajamanickam et al. (2017) detected the expression of Na', K'-ATPase on the sperm surface
by flow cytometry only in membrane intact sperm and used an anti- 04 antibody. In the
present study, the Na', K'-ATPase on sperm surface was detected using a fluorochrome
conjugated to ouabain, a specific inhibitor of Na’, K'-ATPase (Schoner and Scheiner-Bobis,
2007) in the total sperm population. Moreover, it was reported that ouabain at 10° M can
inhibit only the activity of Na', K'-ATPase comprised by o4 subunit, due to its higher
sensitivity compared to Na', K'-ATPase comprised by ol subunit (Jimenez et al., 2012).
However, we cannot be certain that the concentration of Bodipy® FL Ouabain used in the
present study (107 M) did not bind to different isoforms of Na’, K'-ATPase. These
explanations could explain the differences between the report of Rajamanickam et al. (2017)
and the present data.

In both HF and NF bull’s sperm, the incubation time decreased the surface
expression of Na’, K'-ATPase. The cholesterol is the binding site of the Na", K'-ATPase to
the cell membrane (Shinoda et al., 2009) and cholesterol stability influences the Na', K'-
ATPase expression and activity (Chen et al., 2011). Moreover, the cryopreservation alters
lipid configuration of the sperm membrane (Giraud et al. 2000) and was able to reduce the
Na', K'-ATPase expression in the surface of ram sperm (Oliveira et al., 2019). Therefore, we
inferred that samples from NF bulls are more susceptible to cryodamage, which compromised
the Na’, K'-ATPase functionality with no influence o sperm surface expression, triggering
capacitation-like changes, as Na', K'-ATPase inhibition induces bull sperm capacitation

(Newton et al., 2010).
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In conclusion, thawed sperm from high fertility Angus bulls tend to higher Na", K'-
ATPase activity, associated with kinematic parameters post-incubation, which demonstrated
lower hyperactivation compared to normal fertility bulls. Additionally, expression of Na', K'-
ATPase on the sperm surface of Angus bulls is not related to bull fertility and reduces

throughout incubation time.
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Table 1. Kinematic of thawed sperm from Angus bulls scored as high fertility (HF) and
normal fertility (NF), immediately after thawing (0 h) and after 2 h of incubation at 37°C.

Bull fertility and incubation time

HF NF HF NF
Parameter
0h 0Oh 2h 2h
™ (%) 77.9 +3.1° 78.8£3.0°  48.1+56°  57.2+4.0°
PM (%) 46.6 + 3.0° 4474270 29.0+52° 31.1+3.9°
VCL (pm/s) 67.9 + 3.5 593+32%"  472432°  48.1+2.6"
VSL (um/s) 36.0+ 1.7° 32.6+2.0° 22.1+27° 21.6+1.9°
VAP (um/s) 46.4+2.2° 418424  292+3.0° 29.0+2.1°
LIN (%) 53.4+1.5% 550+ 1.7° 453+29"  444+24°
STR (%) 77.6 + 1.0° 77.8+1.1°  740+1.9*°  73.9£2.0°
WOB (%) 68.6 + 1.2° 70.6+ 1.4  60.5+25°  597+1.8°
ALH (um) 2.6+0.1° 2.3+0.0° 2.3+0.0° 25+0.1°
BCF (Hz) 10.8 + 0.3 10.0£02*  10.0£0.6° 9.7 £0.6"

Within a row, means without a common superscript differed (P < 0.05).
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Fig. 1. Box plot of Na", K'-ATPase activity of thawed sperm from Angus bulls scored as
high fertility (HF) and normal fertility (NF).

P=0.06
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Fig. 2. Box plot of Na', K'-ATPase expression on surface of thawed sperm from Angus
bulls scored as high fertility (HF) and normal fertility (NF), immediately after thawing (0 h)
and after 2 h of incubation at 37°C.

Means without a common superscript differed (P < 0.01)
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Fig. 3. Overlay of a representative fluorescence intensity histogram of Na', K'-ATPase

expression on the surface of thawed sperm from Angus bulls scored as high fertility (A) and
normal fertility (B), immediately after thawing (right peak) and after 2 h of incubation (left
peak) at 37°C.
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