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INFLL}ENCIA DA CATALASE NO MEIO DE CONGELACAO NAS
CARACTERISTICAS DO SEMEN CRIOPRESERVADO DE TOUROS DA RACA
NELORE SUPLEMENTADOS OU NAO COM GORDURA PROTEGIDA

RESUMO - Os acidos graxos poliinsaturados (AGPs) sdo integrantes da membrana
celular espermética, e embora favorecam sua fluidez, sdo extremamente
susceptiveis ao estresse oxidativo. Nesse contexto, o presente estudo objetivou
avaliar a influéncia da catalase no meio de congelacdo para criopreservacao do
sémen de machos da raca Nelore suplementados com gordura protegida, a fim de
evitar a producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). Foram utilizados 12
machos da raca Nelore mantidos em pastagem de capim-marandu em lotacdo
continua e taxa de lotacdo fixa. Os animais foram divididos em dois grupos:
suplementados dos 14 aos 24 meses de idade (S+), ou ndo suplementados (S-). A
colheita de sémen foi realizada aos 24 meses, e as amostras de sémen a fresco
foram submetidas a analise computadorizada de cinética espermatica (CASA).
Posteriormente, as amostras foram divididas em duas fracbes e foram
criopreservadas apés a adicdo de meio de congelacdo, de igual composicéo,
contendo catalase (C+) ou ndo (C-). Apés o descongelamento do sémen foram
realizadas: avaliacfes de CASA,; teste de termorresisténcia rapido (TTR); integridade
das membranas plasmatica e acrossomal; potencial mitocondrial, desestabilizacdo
da membrana e producdo da ERO anion superéxido (O2 °); producdo da EROs;
producéo in vitro de embrides (PIVE) e quantificacdo intracitoplasmatica de lipidio
dos embrides. O delineamento experimental utilizado foi um esquema fatorial 2X2
(suplementacdo x catalase), totalizando 4 tratamentos (S+, S-, C+ e C-). A andlise
dos dados foi realizada utilizando o procedimento PROC MIXED do SAS. Os
parametros de cinética espermatica do sémen a fresco foram maiores para o grupo
S- (motilidade total e porcentagem de células rapidas) quando comparados com o
grupo S+ (MT: 91,33 x 85,83%; RAP: 89,00 x 84,33% respectivamente) (P<0,05).
Houve interacdo entre SUP*CAT para a frequéncia de batimento de cabeca (BCF)
(P<0,05). O grupo S+, apresentou valores maiores, quando comparado com 0 grupo
S- para: membrana plasmatica e acrossomal lesadas (MPAL) (11,29 X 2,89%
respectivamente); mediana da populacdo total de células totais (5,66 x 4,41)
(P<0,05); células lesadas (6,54 X 5,39 respectivamente) (P<0,05) e producédo de Oz
depois do TTR; (6,47 X 5,36 respectivamente) (P<0,05); quantificacdo lipidica
intracitoplasmatica, quando avaliado média/area de blastocistos (0,323 X 0,300
respectivamente) (P<0,05).0 grupo S+ com catalase apresentou menores valores de
MPAL apés o TTR (10,11 X 17,69) (P<0,05). Nao foram observadas diferencas entre
0S grupos para os valores de TTR na cinética espermatica; producdo de EROs e no
desenvolvimento embrionario na PIVE. Os resultados do presente estudo sugerem
gue a dieta influenciou negativamente na qualidade seminal e possivelmente
contribuiu para a peroxidacdo lipidica causada pelo O2. Além disso, a dieta
influenciou fortemente na quantificacdo lipidica intracitoplasmatica. Por outro lado, a
catalase no meio de congelagédo foi benéfica evidenciando que a suplementacéo
com gordura protegida pode ser vantajosa se utilizada em associacdo com
antioxidantes.

Palavras chave: AGPs, antioxidante, espermatozoide, estresse oxidativo, lipideos
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THE INFLUENCE OF CATALASE IN THE EXTENT ON CHARACTERISTICS OF
CRIOPRESERVED SEMEN OF NELORE BREED BULLS SUPPLEMENTED OR
NOT WITH PROTECTED FATTY

ABSTRACT - Polyunsaturated fatty acids (PUFA) comprise an important component
of a sperm cell membrane. Although improving the membrane fluidity, they are
extremely susceptible to oxidative stress. In this context, this study aimed to evaluate
the catalase influence on extender for semen’s cryopreservation of Nellore Bulls
supplemented with sources of PUFA in order to avoid reactive species of oxygen
(ROS) production. Therefore, we have included twelve Nellore bulls kept in Marandu
grass pasture in continuous stocking and fixed stocking rate. Bulls were divided in
two groups: supplemented at 14 to 24 months old (S+), or non-supplemented (S-).
The sperm collections were performed at 24 months old and fresh semen samples
were analyzed by computer-assisted sperm analysis (CASA). Subsequently, we have
divided these samples into two equal portions, which were both cryopreserved after
same composition extender medium addition, containing catalase (C+) or not (C-).
After thawing semen, computer-assisted sperm analysis (CASA); rapid test of thermo
resistance (TTR); plasma membrane integrity, acrosomal membrane integrity;
mitochondrial membrane potential, membrane destabilization; production of ROS
superoxide anion (O27); ROS ; in vitro embryo production (IVEP) and intracellular lipid
content of embryos were performed. The experimental design used was a 2X2
factorial (supplementation x catalase), with 4 treatments (SUPL, CONTR, C+ e C-).
Data analysis was performed using SAS PROC MIXED procedure. Sperm kinetic
parameters of fresh semen were higher for S- (total motility and percentage of rapid
sperm) than S+ (MT: 91.33 x 85.83%; RAP: 89.00 x 84.33% respectively) (P<0.05).
We have also observed an interaction between SUP*CAT for beat cross frequency
(BCF) (P<0.05). The S+ group has presented higher values compared to S- for
damage percentage of plasma and acrosomal membranes (DPAM) (11.29 X 2.89%,
respectively); median for total population of total cells (5.66 x 4.41, respectively)
(P<0.05); damaged cells (6.54 x 5.39, respectively) (P<0.05) and Oz production after
TTR 96.47 x 5.36, respectively) (P<0.05); intracellular lipid content, when evaluated
the mean/area of blastocysts (0.323 X 0.300 respectively) (P<0.05). The S+ group
with catalase presented lower DPAM values after TTR (10.11 X 17.69 respectively)
(P <0.05). No differences were observed between the groups for TTR values on
spermatic kinetics, ROS production and on embryonic development in IVEP. Our
results suggest that diet has negatively influenced seminal quality and possibly
contributed to lipid peroxidation caused by O2-. In addition, diet strongly influenced
intracytoplasmic lipid quantification. On the other hand, catalase in the extent was
beneficial in showing that supplementation with protected fat may be advantageous if
used in combination with antioxidants.

Keywords: antioxidant, lipids, oxidative stress, PUFA, spermatozoa
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1. INTRODUCAO

No panorama mundial, o Brasil é destaque na producdo de bovinos e
exportacdo da carne, possuindo mais de 200 milhdes de cabecas, das quais quase
70% é representada por bovinos de corte (ANUALPEC, 2015). A eficiéncia no setor
de producdo de carne continua crescendo e a melhoria dos indices de produtividade,
especialmente nas Ultimas décadas, € em grande parte decorrente da ampla
utilizacdo de biotécnicas reprodutivas, associadas ao maior cuidado com o manejo
nutricional dos animais. A inseminacéo artificial (IA) € a ferramenta mais amplamente
utilizada para melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, de forma que o
mercado de producdo e comercializacdo de doses de sémen tem grande destaque
na economia do setor. Somente do ano de 2013 para 2014 foi observado um
crescimento de 4,49% do mercado de sémen, especialmente da raga Nelore (Bos
taurus indicus) (ASBIA, 2018).

Entretanto, mesmo que os indices de taxas de prenhez sejam satisfatorios
guando se emprega a IA, ainda existem problemas relacionados aos touros que
podem levar a perdas preocupantes na producdo de doses de sémen (MOORE;
REIJO-PERA, 2000). Um dos fatores que merecem destaque é a nutricdo a qual
representa extrema importancia para a qualidade reprodutiva em bovinos, uma vez
gue o consumo de energia esta relacionado ao atraso a puberdade, reducédo da
libido e baixa producdo de espermatozoides (PIRES; RIBEIRO, 2006). Porém, a
maior parcela de bovinos no Brasil € criada em producdes extensivas, mantidos
exclusivamente a pasto. Plantas forrageiras, por sua vez, possuem baixas
concentracfes de lipideos, especialmente de acidos graxos poliinsaturados (AGPSs)
(SILVA, 2012). Os animais séo incapazes de produzir os AGPs linolénico (n-3) e
linoleico (n-6) (ANDRIGUETTO et al., 1994), que sao essenciais para manter o bom
funcionamento do organismo por estarem envolvidos em Varios processos
biolégicos, incluindo crescimento e reproducdo (GURR; HARWOOD; FRAYN, 2002).
Ainda, os AGPs sdo o0s principais componentes das membranas dos
espermatozoides, afetando a qualidade e a resisténcia a criopreservacdo dos
espermatozoides (VAN TRAN et al., 2017). Cada lipideo constituinte da membrana
plasmatica exerce um papel importante para a funcdo da membrana, de modo que a

composicéo lipidica da membrana afeta a sua fluidez e a viabilidade do sémen,



causando impacto direto na sensibilidade dos espermatozoides ao processo de
criopreservacdo (AMANN; GRAHAM, 2010; HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN,
1990; BLESBOIS et al., 1997; PETER et al, 2001; SELVARAJU et al., 2012).

Dessa forma, pela importancia desses acidos graxos (AGs) essenciais, €
importante fornecé-los via suplementacéo dietética aos touros em fase de coleta de
sémen. Atualmente h4 no mercado suplementos comerciais ricos em AGPs, que sao
protegidos da degradacao ruminal, com o intuito de evitar o processo da
biohidrogenacéo e possiveis alteragcdes a composicao quimica desses AGP. Tal fato
possibilita, portanto, a passagem inerte dos AGPs pelo rimen até sua chegada ao

abomaso, onde poderdo entdo ser absorvidos (RENNO et al., 2010).

Entretanto, embora os AGPs, especialmente os fosfolipideos, sejam
componentes fundamentais para a manutencdo das funcdes da membrana
plasmatica, sdo alvo de frequentes injurias causadas pelo ataque de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Esses radicais livres sdo gerados pela presenca de
oxigénio em contato com as células (AITKEN, 1995) e estdo associadas a processos
patolégicos do sistema reprodutivo masculino, gerando efeito deletério amplo. Em
situacdes de estresse oxidativo, o desequilibrio entre a producdo de EROs e os
mecanismos celulares antioxidantes pode acarretar diferentes tipos de injarias
celulares, tais como peroxidacgéao lipidica das membranas, oxidacdo de aminoacidos
e acidos nucléicos, além da apoptose (FEUGANG et al., 2003). Ja foi anterioremtne
relatado que a criopreservacdo leva a redugdo dos niveis dos antioxidantes
presentes tanto nos espermatozoides quanto no plasma seminal, fortalecendo a
evidéncia de que o estresse oxidativo pode afetar negativamente ao processo de
congelacéo e descongelacédo (Maia e Bicudo, 2010). Como consequéncia, as EROs
geradas durante os procedimentos para execucdo da técnica de congelacdo do
sémen, produzem danos aos espermatozoides que ocasiona alteracbes osmoticas,
ultraestruturais, fisicas, bioquimicas, funcionais e quebra da assimetria bilipidica da
membrana plasmatica (WATSON, 1995; BARBAS; MASCARENHAS, 2009).

Adicionalmente, aos danos osmoético e a integridade das membranas, o
estresse oxidativo pode afetar a integridade do DNA espermatico. Essas injurias no
material genético dos espermatozoides podem afetar o desenvolvimento embrionario
e uma variedade de mecanismos epigenéticos (AITKEN et al., 2016). Tais danos

estdo associados a diminuicdo das taxas de pré-implantacdo embrionaria, aumento



das perdas precoces de prenhez e altas taxas de mortalidade nos descententes,
incluindo doencas genéticas (AITKEN; BAKER, 2006). Portanto, a adicdo de
antioxidantes ao meio de congelacdo pode ser um importante fator na diminuicao do
extresse oxidativo, com o intuito de evitar prejuizos a qualidade espermatica.

Por se fazer tdo importante, estudos que relacionem a suplementacéo
nutricional com gordura protegida para touros em coleta de sémen e a adicdo de
antioxidantes ao meio de congelagdo seminal devem ser realizados, a fim de avaliar
0s possiveis efeitos sobre a producdo de EROs e seus possiveis danos aos

espermatozoides.
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9. CONCLUSOES

A suplementacdo com gordura protegida diminuiu os valores de cinética
espermatica no sémen a fresco; alterou a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal logo apos o descongelamento; e possibilitou o aumento da producéo de
O2- pela desestabilizacdo da membrana mitocondrial. Embora a suplementagao nao
tenha influenciado na fertilidade, avaliada neste estudo pela fecundagéao in vitro, foi
observado maior acumulo lipidico intracitoplasmatico nos embrides produzidos com

sémen de touros suplementados com AGPs.

O uso da catalase no meio de congelacdo possibilitou menores taxas de

modificacdes das membranas plasmatica e acrossomal.

A associacdo entre a suplementacdo com gordura protegida e catalase no
meio de congelacao se fez vantajosa para o parametro BCF da cinética espermatica

pos congelacao.
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