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RESUMO 

 

Objetivou-se com este trabalho avaliar a viabilidade seminal de coelhos após refrigeração a 5°C 

utilizando três diluentes comerciais, indicados para refrigeração de sêmen de outras espécies 

monogástricas. Foram realizadas dez colheitas de sêmen de cada reprodutor. Os ejaculados de 

cada coelho eram misturados, obtendo-se um pool de sêmen. Em seguida, o pool 

heterospérmico foi dividido em três tratamentos, de acordo com o diluente utilizado: BotuDog® 

(cães); BotuSemen® (equinos); e Beltsville Thawing Solution – BTS ® (suínos). As amostras 

foram avaliadas quanto aos parâmetros macroscópicos, microscópicos e funcionais em quatro 

momentos: sêmen fresco (0 h) e refrigerado (16, 24 e 48 h).  Os valores médios de motilidade, 

vigor e defeitos totais do sêmen fresco foram de 86,0%, 3,05 e 11,5%, respectivamente. Após 

o início do resfriamento, observou-se comportamento linear decrescente para a motilidade e 

vigor espermático do sêmen em função do tempo, diferindo (P < 0,05) entre os tratamentos. 

Destaca-se que o tratamento diluído em BTS® apresentou redução na manutenção dos 

parâmetros avaliados de forma mais pronunciada (P < 0,05) ao longo do tempo, apresentando 

os menores valores para motilidade e vigor espermático dentro de cada tempo avaliado: 16h 

[20,6 ± 7,28 e 0,75 (0,375 - 1,5)], 24h [12,0 ± 6,80 e 0 (0 - 1,0)] e 48h [3,0 ± 2,13 e 0 (0 - 

0,125)]. Após 48 h de resfriamento, o BotuDog® foi o que apresentou maior valor para 

motilidade espermática (71,0 ± 2,08) e, juntamente, com o BotuSemen® apresentaram maior 

valor para vigor espermático (2,5). De acordo com os dados obtidos os diluentes BotuDog® e 

BotuSemen® mostraram-se eficientes em manter parâmetros espermáticos adequados, 

apresentando boa viabilidade espermática em até 48h pós refrigeração a 5°C.  Foram obtidos, 

resultados inéditos quanto a parâmetros espermáticos do sêmen de coelho refrigerado que 

podem ser utilizados como valores de referência para o manejo reprodutivo e processamento 

do semen desses animais, visto a inexistênca dessas recomendações técnicas.  
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EFFICIENCY OF THREE UNSPECIFIC DILUENTS IN REFRIGERATION OF 

RABBIT (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) SEMEN 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this work was to evaluate the seminal viability of rabbits after refrigeration at 

5°C using three commercial diluents, indicated for refrigeration of semen from other 

monogastric species. Ten semen collections were performed from each breeder. The ejaculates 

of each rabbit were mixed, obtaining a pool of semen. Then, the heterospermic pool was divided 

into three treatments, according to the diluent used: BotuDog® (dogs); BotuSemen® (horses); 
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and Beltsville Thawing Solution – BTS® (pigs). The samples were evaluated for macroscopic, 

microscopic, and functional parameters in four moments: fresh (0 h) and refrigerated (16, 24, 

and 48 h) semen. The average values of motility, vigor, and total defects of fresh semen were 

86.0%, 3.05 and 11.5%, respectively. After the beginning of cooling, a decreasing linear 

behavior was observed for motility and sperm vigor of semen as a function of time, differing 

(P < 0.05) between treatments. It is noteworthy that the treatment diluted in BTS® showed a 

more pronounced reduction in the maintenance of the evaluated parameters (P < 0.05) over 

time, with the lowest values for sperm motility and vigor within each evaluated time: 16h [20.6 

± 7.28 and 0.75 (0.375 - 1.5)], 24h [12.0 ± 6.80 and 0 (0 - 1.0)] and 48h [3.0 ± 2.13 and 0 (0 - 

0.125)]. After 48 h of cooling, BotuDog® presented the highest value for sperm motility (71.0 

± 2.08) and, together with BotuSemen®, presented the highest value for sperm vigor (2.5). 

According to the data obtained, BotuDog® and BotuSemen® diluents were efficient in 

maintaining adequate sperm parameters, showing good sperm viability in up to 48 hours after 

refrigeration at 5°C. Through this work, unpublished results were obtained regarding spermatic 

parameters of refrigerated rabbit semen that can be used as reference values for reproductive 

management and semen processing of these animals, given the lack of these technical 

recommendations. 
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EFICIENCIA DE TRES DILUYENTES INESPECÍFICOS EN LA REFRIGERACIÓN 

DE SEMEN DE CONEJO (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) 

 

RESUMEN 

 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad seminal de conejos después de refrigeración 

a 5°C utilizando tres diluyentes comerciales, indicados para la refrigeración de semen de otras 

especies monogástricas. Se realizaron diez colectas de semen de cada reproductora. Se 

mezclaron los eyaculados de cada conejo, obteniendo un pool de semen. Luego, el pool 

heterospérmico se dividió en tres tratamientos, según el diluyente utilizado: BotuDog® (perros); 

BotuSemen® (caballos); y Beltsville Thawing Solution – BTS® (cerdos). Las muestras fueron 

evaluadas para parámetros macroscópicos, microscópicos y funcionales en cuatro momentos: 

semen fresco (0 h) y refrigerado (16, 24 y 48 h). Los valores promedio de motilidad, vigor y 

defectos totales del semen fresco fueron 86,0%, 3,05 y 11,5%, respectivamente. Después del 

inicio del enfriamiento, se observó un comportamiento lineal decreciente para la motilidad y el 

vigor espermático del semen en función del tiempo, difiriendo (P < 0.05) entre tratamientos. 

Cabe destacar que el tratamiento diluido en BTS® mostró una reducción más pronunciada en 

el mantenimiento de los parámetros evaluados (P < 0,05) a lo largo del tiempo, con los valores 

más bajos de motilidad espermática y vigor dentro de cada tiempo evaluado: 16h [20,6 ± 7,28 

y 0,75 (0,375 - 1,5)], 24h [12,0 ± 6,80 y 0 (0 - 1,0)] y 48h [3,0 ± 2,13 y 0 (0 - 0,125)]. Después 

de 48 h de enfriamiento, BotuDog® presentó el valor más alto de motilidad espermática (71,0 

± 2,08) y, junto con BotuSemen®, presentó el valor más alto de vigor espermático (2,5). De 

acuerdo con los datos obtenidos, los diluyentes BotuDog® y BotuSemen® fueron eficientes en 

mantener parámetros espermáticos adecuados, mostrando buena viabilidad espermática hasta 

48 horas después de la refrigeración a 5°C. A través de este trabajo se obtuvieron resultados 

inéditos respecto a parámetros espermáticos de semen de conejo refrigerado que pueden ser 

utilizados como valores de referencia para el manejo reproductivo y procesamiento de semen 

de estos animales, dada la falta de estas recomendaciones técnicas. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os parâmetros de qualidade seminal detêm grande importância, não apenas por que se 

correlacionam diretamente com o potencial fertilizante e prolificidade dos machos, mas porque 

atestam a fertilidade potencial das doses seminais quando empregadas na técnica de 

inseminação artificial (IA) (1, 2, 3).   

A prática dessa biotecnologia em coelhos facilita a introdução de material genético de 

países com maior heterose, o que por sua vez, possibilita a formação de populações reprodutoras 

dessas raças no Brasil, dessa forma, atuando de forma positiva quanto a redução da endogamia, 

problema frequente na atividade. Somado a isso, permite o aperfeiçoamento do controle 

sanitário, a redução do número de machos, assim como o aumento da organização, pelo 

agrupamento de animais com estágios reprodutivos semelhantes e da parição por lotes (4, 5). 

Atualmente, o emprego da técnica de IA se encontra amplamente difundido como 

estratégia de acasalamento em propriedades intensivas de coelhos, elevando a importância 

econômica da fertilidade. Com este sistema, é possível obter taxas de concepção equivalentes, 

ou mesmo superiores às obtidas com a cobertura natural. No entanto, a principal limitação ao 

emprego dessa biotecnologia na cunicultura se encontra na conservação do sêmen (6).  

Nesse sentido, a técnica de criopreservação espermática, tem na sua aplicabilidade, a 

possibilidade de utilização por período relativamente longo (refrigeração) ou indeterminado 

(congelação), reduz riscos e custos com aquisição e transporte de reprodutores, além de 

favorecer rápida difusão de material genético entre locais distantes (7).  

A membrana plasmática da célula espermática de mamíferos é formada por altas 

concentrações de ácidos graxos poli-insaturados, os métodos de criopreservação a torna 

suscetível à reação de lipoperoxidação, levando-a a produção excessiva de radicais livres e 

consequentemente, a formação de produtos citotóxicos, como o malonaldeído, que altera a 

permeabilidade e seletividade da membrana das células (8) podendo resultar na incapacidade 

de fertilização do espermatozoide. 

Ao contrário das células espermáticas de outras espécies domésticas, mas, semelhante ao 

ser humano, a membrana plasmática do espermatozoide de coelho apresenta uma alta taxa de 

colesterol/fosfolipídio: 0,88-1,56 (9, 10) e, em relação aos fosfolipídios, observa-se baixa 

proporção de ácido graxo poli-insaturado/saturado (9).  

Essas características produziram uma estrutura de membrana plasmática com fluidez 

intermediária, sendo capazes de suportar maior estresse ambiental (9), de maneira que os 

espermatozoides de coelho são caracterizados por sua resistência ao “choque térmico”, sendo 

uma característica positiva a implantação de técnicas de conservação a sub-temperaturas (11). 

A utilização de diluentes podem não só expandir o volume seminal quanto também 

proteger de injúrias causadas nos espermatozoides devido a criopreservação. Nessas soluções, 

estão presentes crioprotetores que podem oferecer, temporariamente, energia ou proteção aos 

danos ocasionados pela redução de temperatura, além de atuarem na manutenção de um 

ambiente favorável à sobrevivência da célula espermática (12).   

A eficiência das técnicas de criopreservação baseia-se em evitar a exposição dos 

espermatozoides aos efeitos do choque térmico. Para tanto, a solução conservadora deve possuir 

elementos crioprotetores e curvas de congelação e descongelação bem controlados (13).  

Esses agentes crioprotetores ajudam a diminuir criolesões, mas quando utilizados em altas 

concentrações podem apresentar efeitos tóxicos aos espermatozoides (14). Portanto, a 

toxicidade é um dos fatores limitantes para o sucesso de um protocolo de conservação (15). 

Segundo Purdy (12), um diluente para ser usado na conservação do sêmen deve ter um 

sistema tampão, como o fosfato de sódio, citrato de sódio, TRIS (Tris-

hidroximetilaminometano) e o TES (N-tris (hidroximetil) metil 2- aminoetanosulfônico); fontes 
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energéticas (ex: glicose e frutose), crioprotetores externos (ex: gema de ovo e leite) e 

crioprotetores internos (ex: glicerol - GLY e o etilenoglicol - EG). 

Deve ainda apresentar em sua constituição antibióticos, sendo a Penicilina, a 

Estreptomicina e a Gentamicina os mais utilizados. Além de ser atóxico para os 

espermatozoides, ele deve ser de baixo custo e preparo fácil, balanço mineral apropriado, 

combinação ajustada de nutrientes, bem como proporcionar a estabilidade dos sistemas 

enzimáticos e a integridade da membrana plasmática (16).  

O armazenamento de sêmen de coelho sob condições de refrigeração é possível, 

entretanto, uma avaliação mais aprofundada dos diluentes e das condições de armazenamento 

se faz necessária, antes que possa ser um complemento benéfico ao manejo de reprodutores, 

quanto a produção de doses seminais e aplicação futura a outras biotecnologias como a 

Fertilização in vitro (FIV) e a injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI). 

Os diluentes e protocolos ainda não estão bem estabelecidos na cunicultura, como nas 

demais espécies domésticas, que por sua vez já possuem protocolos específicos, com produtos 

no mercado aprovados. Embora o uso desses diluentes não tenha sido comprovado em coelhos, 

os componentes presentes em suas composições são utilizados para preservar os mesmos tipos 

de células (espermatozoides), reagindo de forma análoga, contudo a eficácia poderá ficar 

diretamente afetada por particularidades da espécie cunícula.  

Melhorias nos métodos de criopreservação e diluentes crioprotetores podem não apenas 

aperfeiçoar a preservação das células espermáticas e do material genético dos coelhos, mas 

também aumentar os índices reprodutivos dos plantéis nacionais, e consequentemente o número 

de descendentes, a produção e a margem da atividade gerada aos produtores rurais.  

Os trabalhos nessas linhas de pesquisas também poderiam auxiliar na reprodução em 

cativeiro em programas de preservação de espécies de roedores e lagomorfos ameaçados de 

extinção como as espécies brasileiras pacarana ou paca-de-rabo (Dinomys branickii) e a lebre 

ou coelho-do-mato (Sylvilagus brasiliensis), bem como para a formação de biobancos, 

pensando na manutenção e preservação de germoplasma tanto de espécies nativas como 

silvestres.   

O objetivo com este trabalho foi verificar se diluentes convencionais utilizados em outras 

espécies de monogástricos e disponíveis facilmente no mercado podem ser utilizados de forma 

satisfatória na refrigeração do sêmen de coelho à 5º C por até 48 horas, baseado nos parâmetros 

físicos e funcionais dos espermazoides, no tempo, e quanto aos parâmetros estabelecidos para 

outras espécies de monogástricos (canina, equina e suína) segundo o Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal – CBRA (17),  juntamente aos resultados levantados em outros trabalhos.  

Ademais, que os resultados obtidos quanto a motilidade, vigor, e morfologia espermática 

neste trabalho, sirvam como parâmetros base para o semen de coelho fresco e refrigerado, visto 

a inesistência dessas recomendações, auxiliando assim no controle reprodutivo dos plantéis 

nacionais, bem como em futuras pesquisas nesse segmento. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os animais foram alocados no Setor de Cunicultura do Instituto Federal de Educação, 

Ciência e Tecnologia do Norte de Minas Gerais – Campus Salinas (Figura 1). Para este estudo 

foram selecionados, aleatoriamente, quatro machos reprodutores mestiços (fenotipicamente 

Nova Zelândia Branco), clinicamente sadios, de nove a quatorze meses de idade, e com 

fertilidade comprovada por monta natural. Antes do início do período experimental, os animais 

passaram por exame andrológico, conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (17). 

Os reprodutores permaneceram sob condições de iluminação natural, confinados em 

gaiolas individuais (Figura 2), recebendo durante todo o período experimental água e 
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alimentação volumosa, composta de rami (Boehmeria nivea) pré secado e ração para coelhos 

peletizada, de forma a atender às exigências nutricionais da categoria.  

Foram realizadas dez colheitas de sêmen de cada animal com intervalo de dois dias, 

sempre pelo período da manhã, com vagina artificial, modelo descrito por Andrade e 

colaboradores (18), com o auxílio de um manequim vivo (Figura 3).  

 

 
Figura 1. Setor de Cunicultura do IFNMG – Campus Salinas. Fonte: Arquivo Pessoal. 

 

 
Figura 2. Reprodutor em regime de gaiola individual. Fonte: Arquivo Pessoal 

 

 
Figura 3. Fêmea (manequim) imobilizada para coleta de sêmen com de vagina artificial. 

Fonte: Arquivo Pessoal 



ISSN Eletrônico 2178-3764 Veterinária e Zootecnia 6 

 

Oliveira ND, Caires PA, Fernandes FCF, Dias, JCO, Albeny ACL. Eficiência de três diluidores inespecificos na 

refrigeração do semen de coelho (Oryctolagus cuniculus f. domesticus). Vet. e Zootec. 2023; v30: 001-014. 

 

Os ejaculados coletados de cada coelho eram misturados em tubo de coleta tipo Falcon 

de 15 mL obtendo um pool de sêmen que foi encaminhado imediatamente ao Laboratório de 

Reprodução do IFNMG - Campus Salinas para avaliação microscópica (motilidade, vigor, 

concentração e morfologia) do sêmen, com materiais previamente aquecidos (37 °C) em placa 

aquecedora (DIVITA®). 

Em uma lâmina escavada, eram homogeneizados 10 µL do pool heterospérmico e 10 µL 

do diluente de avaliação à base de Ringer com Lactato de Sódio (LINHAMAX® - Eurofarma) 

e, em seguida, era retirada uma alíquota de 10 µL para realizar a avaliação da motilidade e do 

vigor espermático. A observação foi feita em microscópio óptico com contraste de fase 

(BM2000 SUPER LED® - Novel Óptics), no aumento de 200X, utilizando-se lâminas e 

lamínulas. Para o parâmetro motilidade, foram atribuídas notas percentuais de 0 a 100% em 

relação à quantidade de espermatozoides móveis totais, enquanto para o vigor, os valores de 0 

a 5 foram atribuídos conforme a intensidade e velocidade de movimentação. 

Para avaliação da concentração espermática, uma alíquota de 10 µL do pool 

heterospérmico era diluída em 1 mL de água (diluição 1:100). Posteriormente, uma alíquota de 

10 µL da mistura sêmen:água era colocada em uma câmara de Neubauer (IMPROVED®) e o 

número de células espermáticas era quantificado em microscópio óptico com contraste de fase 

(BM2000 SUPER LED® - Novel Óptics), no aumento de 400X, conforme preconizado pelo 

CBRA (17). 

Para a análise morfológica, uma alíquota de 50 µL do pool heterospérmico era colocada 

em microtubo tipo eppendorf contendo 1 mL de formol-salino tamponado e pré-aquecido à 

37ºC para fixação da amostra, e reservada, para posterior análise em microscopia de contraste 

de fase (BM2000 SUPER LED® - Novel Óptics) em aumento de 1.000X. Foram contabilizadas 

200 células por cada pool heterospérmico, verificando-se os percentuais de defeitos 

espermáticos segundo os critérios adotados por Blom (19). 

Após as avaliações microscópicas, o pool heterospérmico foi diluído em uma 

concentração de 20 milhões de espermatozoides/mL em microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL, 

contendo os diluidores comerciais utilizados em outros animais monogástricos:  

• BotuDog® (refrigeração de cães);  

• BotuSemen® (refrigeração de equinos);   

• Beltsville Thawing Solution – BTS® (refrigeração de suínos). 

 

As amostras seminais divididas nos tratamentos em microtubos tipo Eppendorf foram 

direcionadas ao interior de uma geladeira, permanecendo na posição vertical à temperatura de 

5°C, por até 48 horas. Nos tempos de dezesseis, vinte e quatro, e quarenta e oito horas após o 

início da refrigeração, as amostras passaram por avaliação quanto a motilidade, vigor e 

morfologia espermática, conforme realizado no sêmen fresco.  

Análises descritivas quanto às médias e desvios-padrões foram feitas para todas as 

características. Foi verificado a normalidade dos dados obtidos das variáveis e foram utilizados 

os testes de Tukey ou Dunn com nível de significância de 5%. 

Todos os procedimentos de manuseio foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de 

Animais do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (protocolo CEUA/IFNMG nº 001/2021) 

e foram realizados de acordo com os princípios éticos da experimentação animal, estabelecido 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e com a legislação vigente.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A média dos valores de motilidade, vigor e defeitos totais do sêmen fresco (pool 

heterospérmico) dos coelhos foi de 86,0%, 3,05 e 11,5%, respectivamente (Tabela 1). É 
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possível observar que as características seminais do sêmen fresco estão dentro do intervalo 

encontrado em outros trabalhos (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Valores médios das características seminais do sêmen fresco (pool heterospérmico) 

de coelhos. 

Características seminais do 

sêmen fresco 

Valores 

médios 

encontrados  

Valores médios encontrados em 

outros trabalhos 

Motilidade (%) 86,00 

80,00 (20) 

81,14 (21) 

58,00 (22) 

94,10 (23) 

Vigor (0-5) 3,05 
3,30 (22) 

2,30 (4) 

Anormalidades espermáticas (%)   

defeitos maiores 9,90 11,67 (24) 

defeitos totais 11,50 11,00 (25) 

14,40 (26) 

13,86 (21) 

15,00 (20) 

14,62 (23) 

22,56 (24) 

 

Após o início do resfriamento, à 5ºC, houve um comportamento linear decrescente para 

a motilidade e vigor espermático do sêmen refrigerado em função do tempo (Tabelas 2 e 3), 

diferindo (P < 0,05) entre os tratamentos.  

 

Tabela 2. Motilidade espermática (média ± epm) dos coelhos após 16, 24 e 48 hs de 

resfriamento à 5 ºC. 

Tratamentos 
16 hs de 

resfriamento 

24 hs de 

resfriamento 
48 hs de resfriamento 

BotuDog® 80,0 ± 1,97 Aa 72,5 ± 2,01 Ba 71,0 ± 2,08 Ba 

BotuSemen®  67,5 ± 1,86 Aa 64,0 ± 3,64 Aa 55,5 ± 4,25 Bb 

BTS® 20,6 ± 7,28 Ab 12,0 ± 6,80 Ab 3,0 ± 2,13 Bc 
Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05) pelo teste de Tukey; 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística (P < 0,05) pelo teste de Tukey. 

 

Tabela 3. Vigor espermático (mediana ± primeiro e terceiro quartis) dos coelhos após 16, 24 e 

48 hs de resfriamento à 5 ºC. 

Tratamentos 16 hs de resfriamento 
24 hs de 

resfriamento 
48 hs de resfriamento 

BotuDog® 2,75 (2,5-3,0) Aa 2,75 (2,375-3,0) Aa 2,5 (2,0 - 3,0) Aa 

BotuSemen®  2,5 (2,5-3,0) Aa 2,5 (2,375-3,0) Aa 2,5 (2,0 – 2,625) Aa 

BTS® 0,75 (0,375 - 1,5) Ab 0 (0 - 1,0) Ab 0 (0 - 0,125) Bb 
Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05) pelo teste de Dunn; 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística (P < 0,05) pelo teste de Dunn. 

 

Destaca-se que o sêmen diluído em BTS® apresentou a redução na manutenção dos 

parâmetros avaliados de forma mais pronunciada (P < 0,05) ao longo do tempo. No manual 

para exame andrológico e avaliação de sêmen animal do Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (17) não são apresentados os valores ideais de motilidade para coelhos após o processo 



ISSN Eletrônico 2178-3764 Veterinária e Zootecnia 8 

 

Oliveira ND, Caires PA, Fernandes FCF, Dias, JCO, Albeny ACL. Eficiência de três diluidores inespecificos na 

refrigeração do semen de coelho (Oryctolagus cuniculus f. domesticus). Vet. e Zootec. 2023; v30: 001-014. 

de refrigeração. No entanto, se consideradas as espécies canina, equina e suína (animais 

monogástricos como os coelhos) o CBRA preconiza que a motilidade progressiva e vigor 

espermáticos do sêmen refrigerado, nessas espécies, sejam ≥ 50% e ≥ 3, respectivamente. Se 

comparado, os diluentes BotuDog® e BotuSemen® chegaram às 48 horas pós-resfriamento (5 

ºC) com motilidade progressiva acima do esperado para estas espécies (Tabela 2). Em relação 

ao vigor espermático, após os períodos de resfriamento, esses diluentes apresentaram resultados 

muito próximo dos desejados (Tabela 3).  

Dentro de cada tempo específico, às 16 hs, 24 hs e 48 hs de resfriamento, o sêmen diluído 

com BTS foi o que apresentou menores valores para motilidade e vigor espermático (Tabelas 2 

e 3). Após as 48 h de resfriamento, o diluente BotuDog® foi o que apresentou maior valor para 

motilidade espermática e, juntamente, com o diluente BotuSemen® apresentaram maior valor 

para vigor espermático. Vários fatores podem interferir na qualidade seminal pós-diluição, um 

deles é que o sêmen de coelho, diferente da maioria das espécies, apresenta baixo coeficiente 

de permeabilidade à água (27), o que dificulta a eficiência do uso de diluentes para esta espécie 

(28). 

Domingo et al. (29) ao resfriar o sêmen de coelho à 16 ºC, utilizando o meio comercial 

INRA® suplementado com glicerol (álcool), N-N-dimetilformamida ou N-metil-2-pirrolidona 

(solventes orgânico que apresenta grande miscibilidade com a água) encontraram valores 

médios menores de motilidade 58,4% e 44,0%, às 24 hs e 48 hs, respectivamente. Romero et 

al. (24) também observaram valores inferiores àqueles encontrados para motilidade e vigor 

espermáticos neste trabalho, ao utilizarem o diluente Tris-ácido cítrico-frutose-gema de ovo e 

resfriarem (5 ºC) o sêmen de coelhos alimentados com dietas contendo diferentes níveis de 

inclusão de linhaça (Linum usitatissimum). A semente de linhaça apresenta altos teores de ácido 

linolênico e linoléico, e ácidos fenólicos (antioxidantes) que podem proporcionar melhora nos 

índices de fertilidade. Os autores encontraram valores de motilidade espermática de 17,60% 

(24 hs) e 11,60% (48 hs), e de vigor espermático de 0,55 (24 hs) e 0,22 (48 hs). 

Johinke et al. (30, 31) utilizaram um diluente à base de Tris-ácido cítrico-glicose e 

encontraram valores de motilidade espermática próximos ao descrito neste trabalho. No 

primeiro eles resfriaram o sêmen de coelhos à 5 ºC e encontraram motilidade espermática de ± 

74% às 24 hs e ± 68% às 48 hs. No segundo trabalho, foi acrescido quercetina no diluente, um 

flavonoide natural que possui ação antioxidante, e encontraram às 48 hs motilidade média de 

70,3% após resfriamento à 15 ºC. 

El-Seadawy et al. (32) também utilizaram o diluente Tris-ácido cítrico-glicose na 

refrigeração de sêmen de coelho, à 4ºC, acrescido de 3% gema de ovo com e sem própolis, que 

é uma substância resinosa com diversas funções, sendo uma delas antioxidante. Os autores 

encontraram motilidade de 76,7% e 61,7% sem própolis e 86,7 e 73,7% com própolis, às 24 hs 

e 48 hs, respectivamente. 

Suárez et al. (33) utilizaram diversos diluentes na refrigeração do sêmen de coelho, à 16 

ºC, e encontraram às 24 hs e 48 hs, respectivamente, os valores de motilidade de 83% e 68% 

(diluente composto por leite desnatado e açúcares), 52% e 32% (diluente composto por 

dextrose, ácido cítrico e acetato de potássio), 80% e 66% (diluente composto por caseinato de 

sódio, fosfato e açúcares) e 65% e 58% (diluente composto por Tris-ácido cítrico-gema de ovo). 

El-Nour et al. (34) também avaliaram diversos diluentes na refrigeração do sêmen de coelho, 

porém à 5 ºC, encontrando às 24 hs e 48 hs, respectivamente, os valores de motilidade de 66,7% 

e 52,5% (diluente Tris-ácido cítrico-glicose-gema de ovo), 58,3% e 43,3% (Lactose citrato de 

sódio-gema de ovo) e 52,5% e 40,5% (Leite de coco). 

Em relação as anormalidades espermáticas, após o início do resfriamento, à 5ºC, pode-se 

observar aumento nos defeitos maiores e totais do sêmen em função do tempo (Tabela 4), 

diferindo (P < 0,05).  
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Tabela 4. Anormalidades espermáticas (média ± epm) dos coelhos após 16, 24 e 48 hs de 

resfriamento à 5 ºC. 

Tratamentos 
16 hs de 

resfriamento 

24 hs de 

resfriamento 

48 hs de 

resfriamento 

BotuDog®    

Defeitos maiores (%) 2,00 ± 0,38 A 2,25 ± 0,40A 3,00 ±0,49 B 

Defeitos totais (%) 10,00 ± 1,07 A 13,50 ± 1,29 A 15,50 ± 1,46 B 

BotuSemen®    

Defeitos maiores (%) 2,25 ± 0,59 A 3,00 ± 0,37 A 3,50 ± 0,40 A 

Defeitos totais (%) 11,75 ± 2,82 A 13,00 ± 1,09 A 15,75 ± 1,23 B 

BTS®    

Defeitos maiores (%) 2,00 ± 0,27 A 2,25 ± 0,26 A 2,75 ± 0,86 A 

Defeitos totais (%) 13,75 ± 0,97 A 14,25 ± 1,41 A 14,75 ± 1,63 A 
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05) pelo teste de Dunn. 

 

No manual para exame andrológico e avaliação de sêmen animal do Colégio Brasileiro 

de Reprodução Animal (17), também não está descrito qual percentagem máxima é indicada 

para anormalidades do sêmen refrigerado de coelho. No entanto, o desejado em outras espécies 

de monogástricos é de ≥ 60% (equina), ≥70% (canina) e ≥ 80% (suína) de espermatozoides 

normais após o período de refrigeração. No presente trabalho, todos os tratamentos nos três 

períodos analisados apresentaram porcentagem de espermatozoides normais ≥ 84,25% (Tabela 

4). 

El-Seadawy et al. (32) também encontraram valores parecidos de espermatozoides 

normais (83% após 24 hs e 85% após 48 hs) ao trabalharem com sêmen de coelho refrigerado 

com diluente Tris-ácido cítrico-glicose-gema de ovo, à 4ºC. Por outro lado, Suárez et al. (33) e 

El-Nour et al. (34) refrigerando o sêmen de coelho à 16 ºC e 5 ºC, respectivamente, e utilizando 

diversos diluentes na refrigeração do sêmen de coelho como descrito acima, encontraram 

valores de espermatozoides normais menores aos encontrados neste trabalho às 24 hs (56,0% à 

61,5%; e 78,3% à 82,5%, respectivamente) e 48 hs (56% à 59,5%; e 70,8% à 76,8%, 

respectivamente). 

O mecanismo de fertilização no trato reprodutivo da fêmea, demanda a manutenção do 

aparato cinético do espermatozóide, no exame andrológico esse fator está contido nas 

avaliações de motilidade e vigor espermático, se correlacionando com o potencial fertilizante 

desses espermatozóides in vivo, ademais, o percentual de celulas morfológicamente normais 

detem também a mesma importância. 

O percurso que o gameta masculino trilha dentro do trato reprodutivo da fêmea apresenta 

uma série de barreiras, que funcionam como mecanismos de seleção, exigindo assim, a presença 

de grande volume de espermatozóides nesse ejaculado morfologicamente normais, uma vez que 

as diversas alterações observadas interferem na sua capacidade de romper essas barreiras e 

alcançar a região de fecundação, bem como o seu potencial em realizar a reação acrossomica,  

indispensável para a formação do zigoto por mecanismos naturais.  

Além do BTS, não se tem a constituição exata da composição dos diluente utilizados 

neste trabalho, contudo teorizamos que os melhores resultados obtidos quanto a motilidade e 

vigor espermátivo pelos diluentes BotuDog e BotuSemen, são graças ao seu perfil e 

concentração de crioprotetores. Uma das poucas informações que são relatadas quanto ao 

BotuSemen, é que este possui leite em pó desnatado em sua constituição, que oferece por meio 

das micelas de caseína, uma maior proteção ao sêmen criopreservado. 

Quanto aos melhores resultados, obtidos pelo BTS quanto ao percentual de defeitos totais 

e maiores, acreditamos que seja graças a presença de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 
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na sua constituição e possivelmente a maior toxicidade e percentual dos crioprotetores presentes 

nos outros dois diluentes.  

O EDTA, é um quelante de cálcio, sendo assim, a concentração do cálcio em presença 

desta substância no meio é diminuída (35). A entrada de cálcio no espermatozóide leva-os à 

capacitação, por conseguinte, induz movimentos oscilatórios, assim como desencadeia uma 

série de alterações que culminarão na reação do acrossomo (36), muitas vezes prematura. 

Assim, é possível observar que existem diferenças na habilidade dos meios diluentes para 

manter a qualidade (motilidade, vigor e morfologia) do sêmen resfriado de coelho por períodos 

prolongados de tempo. Apesar de não serem específicos para espécie cunícula, os diluentes de 

cão e equinos utilizados neste estudo permitiram o resfriamento do sêmen de coelho, à 5ºC, 

apresentando, posteriormente, resultados de motilidade, vigor e morfologia espermática 

próximos àqueles desejáveis para estas espécies de acordo com Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal (17), e também, ao encontrado em trabalhos da área. Além disso, destaca-

se que não foi necessário o preparo em laboratório dos diluentes e nem o acréscimo de 

substâncias nos mesmos e, ou, na alimentação animal, ressaltando a facilidade e agilidade da 

sua manipulação e utilização. 

 

CONCLUSÃO 

 

Os diluentes BotuDog® e BotuSemen® mostraram-se eficientes em manter parâmetros 

espermáticos adequados, apresentando boa viabilidade espermática em até 48h pós refrigeração 

a 5°C. Por sua vez, apesar do BTS ter apresentado resultados positivos quanto a morfologia 

espermática, em uma análise completa seu uso não é indicado na refrigeração do sêmen de 

coelhos segundo a metodologia apresentada. Obteve-se com este trabalho, resultados inéditos 

quanto a parâmetros espermáticos do sêmen de coelho refrigerado que podem ser utilizados 

como valores de referência para o manejo reprodutivo e processamento do semen desses 

animais, visto a inexistência dessas recomendações técnicas.  
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