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Influéncia da adi¢ao de vitamina E em meios diluentes na qualidade
do sémen fresco diluido, refrigerado e congelado em caes da raca Bulldog Francés

Influence of the Addition of Vitamin E in Extenders in the Quality of Fresh Semen Diluted,
Refrigerated and Frozen Semen in Dogs of French Bulldog Breed

Marcelo George Mungai Chacur’, Mariana Grandis Ripari de Souza’',
Camila Dutra de Souza' & Camila Pires Cremasco?

ABSTRACT

Background: Researches have been conducted in order to maintain the quality of the fresh semen which is diluted, refrigerated
or frozen in liquid nitrogen for artificial insemination purposes in dogs. The semen biotechnology cooperates with the develop-
ment of new formulations of types of extenders which minimize the death of the sperms due to thermal stress during temperature
reduction of the refrigeration and freezing curves of the semen. The objective was to study the influence of the addition of vitamin
E in types of extenders in the quality of the fresh, refrigerated and frozen semen in dogs of French Bulldog breed.

Materials, Methods & Results: Semen samples by digital manipulation were performed on 5 adult dogs, French bulldog breed,
five on each dog, totaling 25 ejaculated. The characteristics evaluated in fresh semen were: Volume (mL), color, aspect, con-
centration (x106/mL), sperm motility (%), vigor (1-5) and sperm morphology (%). For refrigerated and frozen semen, motility
(%), vigor (1-5) and morphology (%) were analyzed. The ejaculated ones were fractionated in 4 equal parts and diluted in the
ratio 1: 1 in the following extenders: 1 — TRIS - Fructose Citric acid + 200 mM of vitamin E; 2 — TRIS - Fructose Citric acid;
3 - coconut water (ACP-10%®) + 200 mM of vitamin E; and 4 — coconut water (ACP-10%®). The four aliquots of semen, diluted
in the four respective extenders were centrifuged at 1500 g/10 min and the “pellets” formed of sperm from every ejaculated,
detached from the tubes wall were diluted homogeneously with the four extenders to the volume of 1.5 mL and filled into 0.5
mL French straws kept under refrigeration at 5°C/4 h after placed in a nitrogen vapor at -120°C/15 min, and immersed in liquid
nitrogen at -196°C in the sequence stored in identified racks and stored in liquid nitrogen container until the time of thawing
in a water bath at 37°C/30 s for microscopic semen analysis. Data from fresh, refrigerated and frozen semen were statistically
analyzed by analysis of variance and the average compared by Tukey (P < 0.05). For fresh semen diluted in the four extenders,
in pre-cooling curve, there was a significant difference (P < 0.05) for defects in the sperm head, between TRIS + vit. E (7.59 +
4.01%) and TRIS (10.48 +5.42%). In the post-cooling curve to 5°C/4 h, for the four extenders, there was no difference (P > 0.05)
between the evaluated characteristics. For frozen semen with TRIS and thawed at 37°C/30 s, there was difference (P < 0.05) for
the major sperm defects, being the top average (26.62 + 5.52%) compared to the other three extenders. For minor sperm defects
in frozen semen with TRIS, there was difference (P < 0.05) with a lower percentage of incidence (16.23 + 2.02%) compared to
other extenders. There was difference (P < 0.05) with a significant increase of total defects in frozen semen with the extender
ACP + vit. E, compared to other extenders.

Discussion: Attention should be paid for what purpose the extenders within the refrigeration or freezing biotech will be used.
In the present study, we found that the microscopic analysis of the spermatic motility and vigor in frozen semen with the ACP
extender is hampered due to the lower transparency of this extender in relation to the TRIS extender. We conclude that the TRIS
+ vit. E extender it is the most recommended to dilute the fresh semen for the purpose of immediate artificial insemination due
to lower presence of the sperm head defects. For refrigeration, the four extenders are recommended, with similarity in semen
characteristics maintenance. For frozen semen the indicated extenders are the TRIS, TRIS + vit. E, and the extender ACP. The
addition of vit. E in these extenders did not provide improvement of refrigerated and frozen semen, with optional use of it.
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INTRODUCAO

As biotécnicas da reprodugao na espécie cani-
na tém ganhado espaco nos procedimentos de rotina
e na pesquisa [16]. A refrigeracdo e a congelacdo de
sémen sdo biotécnicas aplicadas a reproducio de caes
[2]. A manipulagdo do s€émen durante o processo de
refrigeracdo e de congelacdo, reduz a qualidade do
mesmo devido ao estresse térmico [10], osmético e
oxidativo [4].

O meio TRIS é usado na congelacio de sémen
de diversas espécies animais, incluindo a canina [8,17].
Visando desenvolver meios eficientes e de baixo custo,
a eficiéncia da 4gua de coco in natura foi estudada em
meios para congelacio de sémen [6].

O estresse oxidativo é provocado pela maior
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), com
o intuito de minimizar os efeitos deletérios ao esperma-
tozoide, tem sido testadas a adi¢ao de antioxidantes aos
meios para congelacdo de sémen [2,4,20]. A vitamine
E ¢é considerada um dos antioxidantes de membrana
lipossoluvel, pois protege a ligacdo de acidos graxos
insaturados da oxidacgdo [3,5]. Justifica-se o presente
estudo para colaborar com informacdes relativas a
biotecnologia do sémen, por meio do uso de novas
combinacdes de componentes que colaboram na ma-
ximiza¢do dos resultados na pds-descongelacdo do
sémen da espécie. Objetivou-se estudar a influéncia da
adi¢do de vitamina E em meios diluentes na qualidade
do sémen fresco diluido, refrigerado e congelado em
cdes da ragca Bulldog Francés.

MATERIAIS E METODOS

Animais, local e colheita do sémen

Foram utilizados cinco caes, da raca Bulldog
Francés, com idades entre 1 e 5 anos. Estes foram
mantidos em baias individuais em canil comercial
com dgua ad libitum e alimentados 2 x / dia com ragao
comercial (Cibau®)'.

O sémen foi colhido pelo método da mani-
pulagdo digital com auxilio de funil e tubos plasticos
graduados. Os animais utilizados no experimento ja
estavam condicionados a colheita de sémen por ma-
nipulacdo, pois a raga apresenta dificuldades para a
realizacdo de monta natural.

A primeira e terceira fragdes dos ejaculados
foram desprezadas, a segunda rica em espermatozoi-
des, utilizada para avaliacdo laboratorial, refrigeracao

e congelac@o em nitrogénio liquido, conforme meto-
dologia publicada [18]. Foram colhidos e processados
25 ejaculados ao todo, cinco de cada cio.

Imediatamente apds a colheita o volume do
ejaculado de cada cdo foi fracionado em 4 aliquotas
iguais e diluidas nos respectivos meios diluentes na
proporc¢do de 1:1. Os meios utilizados foram: Meio 1
(TRIS + vit. E) - TRIS frutose acido citrico (3,28 g de
TRIS - hidroximetil-aminometano, 1,78 g de 4cido ci-
trico monohidratado e 1,25 g de D-frutose, dissolvidos
em 100 mL de dgua destilada e adicionados de 20% de
gema de ovo e 6% de glicerol adicionado de 200 mM
de vitamina E [8]; Meio 2 (TRIS) - TRIS frutose acido
citrico (3,28 g de TRIS - hidroximetil-aminometano,
1,78 g de acido citrico monohidratado e 1,25 g de D-
-frutose, dissolvidos em 100 mL de 4gua destilada e
adicionados de 20% de gema de ovo e 6% de glicerol
[8]; Meio 3 (ACP + vit. E) - diluidor a base de dgua
de coco em p6 (ACP - 10°®) preparado de acordo com
as indicacdes do fabricante, o diluidor contém 20% de
gema de ovo e 6% de glicerol [13] com adicao de 200
mM de vitamina E; Meio 4 (ACP) - diluidor a base de
dgua de coco em pé (ACP-106®)? preparado de acordo
com as indicagdes do fabricante, o diluidor contém
20% de gema de ovo e 6% de glicerol [13].

Diluicdo e transporte do sémen

Os tubos contendo o s€émen diluido nos 4 meios
(1 : 1) foram acondicionados em caixa de transporte
(Botutainer®)? levada do canil ao Laboratério.

Refrigeragdo e congelacdo do sémen

Cada aliquota diluida nos 4 meios foi centri-
fugada a 1500 g/10 min e os “pellets” ressuspendidos
nos 4 meios de congelacdo. Cada um dos 4 tratamentos
teve o volume final pés-dilui¢do padronizado em 1,5
mL com envase em palhetas francesas (IMV®)* de 0,5
mL, mantidas em refrigerador comercial a 5°C/4 h,
ap6s dispostas horizontalmente, expostas ao vapor de
nitrogénio a -120°C a 4 cm do nivel do nitrogénio li-
quido por 15 min, e mergulhadas no nitrogénio liquido
a -196°C, raqueadas, identificadas e armazenadas em
botijdo de nitrogénio. A descongelacdo foi feita em
banho Maria e morfologia a 37°C/ 30 s.

Avaliagées do sémen fresco, refrigerado e congelado

As seguintes avaliagdes foram realizadas no
sémen: cor, aspecto, volume, concentragdo, motilida-
de, vigor e morfologia espermatica no sémen fresco,
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pré-curva de refrigeracdo, pds-curva de refrigeracdo
e pds-descongelacio, segundo normas do Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal [7].

Andlise estatistica

Os dados do sémen fresco, refrigerado e con-
gelado foram analisados estatisticamente pela analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%.

RESULTADOS

As amostras de sémen fresco apresentaram
colorag@o branca e aspecto viscoso. As caracteristicas
fisicas e morfoldgicas avaliadas no s€men fresco estao
descritas na Tabela 1.

Na Tabela 2, comparou-se 0s 4 meios logo apds
a dilui¢do antes da curva de refrigeracdo. Para motilidade
ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05), no parametro
vigor, o diluente TRIS apresentou diferenca estatistica

(P <0,05) com melhores resultados quando comparado
ao meio ACP, nas caracteristicas morfoldgicas o meio 2
apresentou menores porcentagens de defeitos de cabega
(P < 0.05) quando comparado ao meio 1.

Na Tabela 3, ap6s a curva de refrigeracdo de
4 h, ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05) para
nenhuma das varidveis avaliadas.

Apés a criopreservagao, Tabela 4, as caracteris-
ticas fisicas ndo apresentaram diferenga estatistica (P >
0,05), mas os resultados de caracteristicas morfoldgicas
0 meio 2 apresentou maiores porcentagens (P < 0,05)
de defeitos maiores, e o meio 3 obteve diferenca esta-
tistica (P < 0,05) com maior porcentagem de defeitos
menores quando comparado aos outros 3 meios, e 0s
meios 1 e 4 ainda obtiveram diferenca estatistica (P <
0,05) quando comparados ao meio 2. J4 para defeitos
totais apenas o meio 3 apresentou diferenca estatistica
(P <0,05) com maiores porcentagens quando compa-
rado aos outros meios.

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo das caracteristicas quantitativas e qualitativas do s€émen

fresco de cdes da raca Bulldog Francés.

Caracteristica Sémen fresco
Motilidade (%) 86,30 = 8,29
Vigor (1 a5) 4,00 = 0,60
Volume (mL) 1,67 = 0,31
Concentragdo (x10%mL) 260,10 = 151,72
Defeitos maiores (%) 6,83 £4,23
Defeitos menores (%) 13,47 £4,76
Defeitos totais (%) 20,31 +7,34
Defeito de cabeca (%) 6,76 £ 3,73
Defeito de acrossomo (%) 3,80 +0,18
Defeito de peca intermedidria (%) 0,61 = 0,34
Defeito de cauda (%) 12,89 + 5,20

Tabela 2. Médias e desvios-padrio das caracteristicas qualitativas do sémen diluido de c@es da raga Bulldog Francés, pré-curva de refrigeragao.

Pré-refrigeracdo (meios)

Caracteristica TRIS+ vit. E TRIS ACP + vit. E ACP
Motilidade (%) 66,96 +17,63A 6391 +1751A 6609+13,05A 61,03+14,56A
Vigor (1 a 5) 3,08+0,73 A 3,21 +0,73AB 3,04 £ 0,56 A 3,04 +£ 0,56 AC
Defeitos maiores (%) 8,98 +7,20A 8,68 +4,44 A 7,88 +491 A 10,50 = 5,48 A
Defeitos menores (%) 14,32 £ 6,56 A 15,57 £ 8,67 A 16,69 + 7,32 A 1584 +6,73 A
Defeitos totais (%) 23,30 = 8,97A 2425 +7,72 A 24,57 £ 8,07 A 26,33 +9,02 A
Defeito de cabeca (%) 7,59 +4,01B 10,48 +5,42 A 9,07 £ 543AB 8,65 +5,52AB
Defeito de acrossomo (%) 4,60+040A 5,80 £ 0,38 A 6,10+0,73 A 8,60 = 1,66 A
Defeito de peca intermedidria (%) 1,52 5,12 A 1,72 + 3,16 A 0,73 + 1,51 A 228 +4,02 A
Defeito de cauda (%) 13,72+ 6,71 A 11,47 +529 A 14,55 +5,59 A 1457 =741 A

Letras (A, B, C) diferentes nas linhas, diferem entre si (P < 0,05). Meio 1: TRIS - frutose dcido citrico + 200 uM vitamina E; Meio 2: TRIS - frutose
dcido citrico; Meio 3: dgua de coco ACP - 106 + 200 uM vitamina E; Meio 4: dgua de coco ACP -106.
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Tabela 3. Médias e desvios padrao das caracteristicas qualitativas do sémen de caes da raca Bulldog Francés, p6s-curva de refrigeracao a 5°C/4 horas.

Pés-refrigeracio

Caracteristica TRIS + vit. E TRIS ACP + Vit. E ACP
Motilidade (%) 52,17 £24,86 A 52,17 +22,75A 47,83 +£2335A 43,04 +18,69 A
Vigor (1 a5) 2,47+ 1,08 A 2,34 +1,02A 2,34+ 1,02A 2,04 +0,82 A
Defeitos maiores (%) 11,51 +£5,79A 1147+554A 10,07x504A 12,03+4,776 A
Defeitos menores (%) 1556 5,774 A 1543 +797A 1452+579A 1513+496A
Defeitos totais (%) 27,07 £8,34A 2690+742A 2459 +727A 27,17+6,09A
Defeito de cabeca (%) 7,75 438 A 9,71 £5,50 A 8,15+4,09 A 8,57 +4,46 A
Defeito de acrossomo (%) 0,78 1,60 A 1,80 2,62 A 0,70+ 1,83 A 0,89 +251A
Defeito de peca intermedidria (%) 0,76 + 1,78 A 0,30 +0,78 A 0,30+ 1,26 A 1,18 2,84 A
Defeito de cauda (%) 1781 +754A 14,772+572A 15,71 +6,02A 16,09 +6,75A

Letras maitsculas iguais nas linhas, ndo diferem entre si (P > 0,05). Meio 1: TRIS - frutose 4cido citrico + 200 uM vitamina E; Meio 2: TRIS - frutose
4cido citrico; Meio 3: dgua de coco ACP — 106 + 200 uM vitamina E; Meio 4: dgua de coco ACP -106.

Tabela 4. Médias e desvios-padrao das caracteristicas qualitativas do sémen de caes da raca Bulldog Francés na pés-descongelagao a 37°C/30 segundos.

Sémen p6s-descongelagcdo

Caracteristica TRIS + vit. E TRIS ACP + vit. E ACP

Motilidade (%) 27,39 +22,04 A 2783+21,52A 27,83+21,52A 20,43 +18,94A

Vigor (1 a5) 1,65+ 1,19 A 1,56+ 1,23 A 1,82 = 1,26A 1,21 0,99 A
Defeitos maiores (%) 1542 +238B  26,62+552A 1637+x405B 17,03+3,98B
Defeitos menores (%) 26,12 +3,03B 16,23 +2,02C 31,31 +3,18A 27,48+5,14B
Defeitos totais (%) 41,54+332B 4286+494B 4768 +342A 4452+649B
Defeito de cabeca (%) 12,14+ 154B 1284 +342AB 1444 +194A 1145+200B
Defeito de acrossomo (%) 13,02 +2,47 A 12,54 + 2,93 A 12,19 +4,09A 13,85+ 3,06 A

Defeito de pega intermedidria (%) 1,00 = 0,65 A 1,29 + 0,87 A 0,98 + 0,60 A 0,99 +0,59 A
Defeito de cauda (%) 15,37+1,69C 16,72 +289BC 20,04+205A 17,61+220B

Letras (A, B, C) diferentes nas linhas, diferem entre si (P < 0,05). Meio 1: TRIS - frutose acido citrico + 200 uM vitamina E; Meio 2: TRIS - frutose
4cido citrico; Meio 3: dgua de coco ACP — 106 + 200 uM vitamina E; Meio 4: dgua de coco ACP - 106.

DISCUSSAO

Com relagdo ao s€men fresco, os parametros
avaliados encontram-se dentro do padrdo exigido pelo
colégio brasileiro de reproducdo animal para cies
reprodutores, podendo concluir assim que 0s animais
utilizados no experimento sdo considerados aptos a
reprodugao.

Logo ap6s a diluicao nao houve diferenca entre
0s meios com ou sem a adi¢c@o de vitamina E, similar
as publicacdes anteriores [8,12]. Estes resultados
podem estar relacionados a concentracao de vitamina
E utilizada, ndo sendo suficiente para fornecer uma
protecdo adicional significativa as membranas esper-
madticas ou a manuten¢do da motilidade espermética
poés-descongelacdo [11]. Outra hipdtese se baseia no
estresse oxidativo do sémen, dependente da producao
pelos espermatozoides e liberagdo de radicais livres

(ROS) no meio extracelular e do tempo de exposi¢ao,
associado a temperatura, tensdo de oxigénio e am-
biente extracelular [1]. Os resultados de motilidade
obtidos neste experimento sdo similares aos resultados
previamente publicados [12] com meio adicionado de
Vitamina E com média de 28,57 + 15,50%.

O vigor € uma caracteristica que descreve a
qualidade da motilidade espermadtica [18], avaliado
antes da curva e refrigeracdo, o diluente 2 apresentou
melhores resultados quando comparado ao diluente 4,
diferindo dos resultados anteriores [19] onde os meios
TRIS e ACP 106® foram eficientes em conservar o vigor
espermadtico no escore 4 (1 a 5), pés-descongelagdo. Os
valores obtidos no presente trabalho, para vigor foram
inferiores ao ja descrito na literatura [19], mas similares
aos observados em outra pesquisa [15]. Vale destacar
que a motilidade e o vigor espermédticos sdo parametros
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suscetiveis a influéncias externas como temperatura
ambiente, condicionamento do animal para a colheita
de sémen, frequéncia das colheitas de s€émen e idade
[9], o que explicaria a divergéncia dos resultados ob-
tidos nos relatos de diversos autores. Para a relagdo da
morfologia espermatica antes da curva de resfriamento
a Unica diferenga estatistica encontrada foi encontrada
na porcentagem de patologias de cabeca, onde o meio
2 sem adicdo de vitamina E apresentou maior porcenta-
gens deste defeito quando comparado ao diluente 1 com
a adicao de vitamina E. Diversas causas sao relaciona-
das ao aparecimento deste tipo de defeitos, entre elas
o estresse e aumento da peroxidagao lipidica, podendo
concluir entdo que a adi¢do do antioxidante melhorou a
conservacdo da morfologia espermadtica neste diluente
antes de procedimentos que vao causar mais danos e
aumento do estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica.

Ap6s as 4 h de refrigeracdo a 50C, ndo foi
encontrado mais nenhuma diferenca para motilidade,
vigor e para as caracteristicas morfoldgicas avaliadas.
Para motilidade os resultados foram inferiores aos re-
latados em outro estudo [2] com motilidade de 75,42
+ 3,45% para o grupo controle sem adi¢ao de vitamina
E e 77,50 £ 3,34%, 75,42 + 1,99% e 75,42 + 3,16%
para as respectivas concentracdes de vitamina E ao
meio 1,5 e 10 mM.

Com relacdo a preservagdo da morfologia
espermatica ap6s a curva de refrigeracdo, os quatro
meios utilizados ndo apresentaram diferenga estatistica,
diferindo do observado em outro trabalho que avaliou
a qualidade do sémen refrigerado com meios contendo
antioxidantes, o meio com vitamina E propiciou redugio
dos defeitos espermadticos [14]. Podemos concluir que
a concentracio de vitamina E utilizada no experimento
nao foi suficiente para propiciar melhores resultados de
conservacgdo do s€émen canino na refrigeracdo. Mas os
4 diluentes utilizados apresentaram resultados apds a
refrigeracdo compativeis com as caracteristicas deseja-
veis para o sémen ser usado em inseminag@o artificial.
Resultados esses classificados como satisfatérios para
inseminacao artificial na espécie canina [7].

Com relacdo aos resultados dos 4 diluentes
utilizados apds a descongelacio, a motilidade e o vigor
nao houve influéncia significativa com a adi¢do do an-
tioxidante, nos diluentes TRIS ou ACP®. Os resultados
do presente estudo foram superiores a outro relato [2]
que observou em relacdo a motilidade espermética
médias de 17,33 + 5,92%, 14,67 + 4,03%, 21,42 +

4,98% e 13,92 + 4,40% para os respectivos grupos
controle e suplementados com vitamina E nas mesmas
concentragdes descritas acima, ja os valores obtidos no
presente trabalho, para vigor foram inferiores a outra
pesquisa [19], mas similar a outro estudo [15].

Com relagdo a preservacdo da morfologia no
sémen apds a criopreservacdo, o meio 1 apresentou
diferenca estatistica quando comparado aos meios 3 e
4 com menor porcentagem de defeitos espermaticos.
Resultado esse que difere do obtido por outros autores
[19] que utilizaram TRIS e ACP106® sem diferenca es-
tatistica para os defeitos espermaticos. Nao houve dife-
renca estatistica em relacio a porcentagem de defeitos
espermaticos para os meios com ou sem a adi¢cao de
antioxidantes, corroborando outros resultados [2,12].

Para a biotécnica de refrigeracdo e congela-
¢ao de sémen a concentracio de vitamina E utilizada
nos diluentes ndo diminuiu os danos causados pelo
choque térmico durante o processo, conforme teoria
publicada [21], contrariando a hipétese de que a adi¢do
da vitamina E aos meios diluentes iria minimizar os
efeitos negativos da elevada produg@o de ROS durante
o processo de congelacdo do sémen [1].

CONCLUSAO

Conclui-se que o meio TRIS + vit. E € o mais
recomendado para diluir o s€émen fresco para fins de
inseminacao artificial imediata devido a menor presen-
ca de defeitos de cabeca dos espermatozoides. Para a
refrigeracio, os quatro meios sdo recomendados, com si-
milaridade na manutengao das caracteristicas do s€émen.
Para o sémen congelado os meios indicados sdo o TRIS,
TRIS + vit. E, e o meio ACP. A adi¢ao da Vit. E aos
meios ndo propiciou melhoria do s€men refrigerado e
do sémen congelado, sendo facultativo o uso da mesma.
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