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RESUMO

A cunicultura pode ser considerada uma atividade produtiva, sustentavel e de baixo
investimento que apresenta precocidade e rapido ciclo reprodutivo. Um melhor desempenho
reprodutivo das fémeas proporciona maximizacao dos lucros, que pode ser alcancada pelo uso
da inseminagéo artificial (IA). No entanto, a principal limitacdo do emprego da IA na
cunicultura, esta na conservacdo do sémen. Objetivou-se com esse trabalho aperfeicoar o
processo de criopreservacdo do sémen de coelhos (Oryctolagus cuniculus), desenvolvendo um
diluente para criopreservacédo do sémen de coelhos a base de dgua de coco. Foram selecionados,
aleatoriamente, quatro machos reprodutores da raca Nova Zelandia (branco), clinicamente
sadios, de nove a quatorze meses de idade, e com fertilidade comprovada por monta natural
sendo realizadas 10 colheitas de sémen por animal utilizando uma vagina artificial. Os
diluentes/tratamentos consistiram em: (T1): agua de coco (Cocos nucifera); (T2): agua de coco
(Cocos nucifera) + 5 % de DMSO; (T3): 4gua de coco (Cocos nucifera) + 5 % de DMSO + 5
% de gema de ovo; (T4): agua de coco (Cocos nucifera) + 5 % de DMSO + 15 % de gema de
ovo; (T5): agua de coco (Cocos nucifera) + 5 % de DMSO + 20 % de gema de ovo. As amostras
seminais diluidas ficaram acondicionados a temperatura de 5°C, por até 72 horas. Foram feitas
avaliacBes quanto a motilidade, vigor e morfologia espermética nos intervalos de zero, vinte e
quatro, quarenta e oito e setenta e duas horas. Apés o inicio do resfriamento, a 5°C, houve um
comportamento linear decrescente para a motilidade e vigor espermético do sémen refrigerado
em funcdo do tempo, diferindo (P<0,05) entre os tratamentos e entre os tempos. Quanto a
motilidade o tratamento AC+DMSO+5%GO se mostrou igual (p>0,05) ou superior (p<0,05)
aos demais tratamentos entre as horas de resfriamento, e apresentou valor absoluto maior as 72
horas. Quanto ao vigor os tratamentos AC+DMSO+5%G0O e AC+DMSO+15%G0O mostraram-
se igual ou superior aos demais tratamentos entre as horas de resfriamento, e apresentaram
maior valor absoluto as 72 horas. No entanto, quanto a anormalidades espermaticas houve
aumento (P<0,05) nos defeitos totais nos tratamentos AC e AC+DMSO 5%+5%GO apos 72 h
de resfriamento. Com base nos parametros de outros animais monogastricos apresentados pelo
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal, concluiu-se que o tratamento com agua de coco
(Cocos nucifera) + 5 % de DMSO, acrescido de 5%,15% ou 20% de gema de ovo se mostrou
eficiente em manter parametros espermaticos até as 24h sob refrigeracdo, a 5°C.
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DEVELOPMENT OF A DILUENT MEDIUM BASED ON NATURAL COCONUT
WATER FOR DILUTION AND CRYOPRESERVATION OF RABBIT SEMEN
(Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT

Rabbit farming can be considered a productive, sustainable and low-investment activity that is
precocious and has a fast reproductive cycle. Better reproductive performance of females
provides profit maximization, which can be achieved through the use of artificial insemination
(Al). However, the main limitation of using Al in rabbit farming is semen conservation. The
objective of this work was to improve the process of cryopreservation of rabbit semen
(Oryctolagus cuniculus), developing a diluent for cryopreservation of rabbit semen based on
coconut water. Four clinically healthy New Zealand breeding males (white), aged nine to
fourteen months, with fertility proven by natural mating were randomly selected, with 10 semen
collections per animal using an artificial vagina. The diluents/treatments consisted of: (T1):
coconut water (Cocos nucifera); (T2): coconut water (Cocos nucifera) + 5% DMSO; (T2):
coconut water (Cocos nucifera) + 5% DMSO + 5% egg yolk; (T3): coconut water (Cocos
nucifera) + 5% DMSO + 15% egg yolk; (T4): coconut water (Cocos nucifera) + 5% DMSO +
20% egg yolk. The diluted seminal samples were stored at a temperature of 5°C for up to 72
hours. Assessments were made regarding sperm motility, vigor and morphology at intervals of
zero, twenty-four, forty-eight and seventy-two hours. After the onset of cooling, at 5 °C, there
was a decreasing linear behavior for the motility and sperm vigour of chilled semen as a
function of time, differing (P<0,05) between treatments and between times. As for motility, the
AC+DMSO+5%GO0 treatment was equal (p>0,05) or superior (p<0,05) to the other treatments
between the cooling hours, and the absolute value was higher at 72 hours. As for the validity,
the AC+DMSO+5%G0O and AC+ DMSO +15%GO0 treatments showed equal or superior to the
other treatments between the cooling hours, and presented the highest absolute value at 72
hours. However, as regards sperm abnormalities there was an increase (P<0,05) in total defects
in AC and AC+DMSO treatments 5%+5%GO after 72 hours of cooling. Based on the
parameters of other monogastric animals presented by the Brazilian College of Animal
Reproduction, it was concluded that treatment with coconut water (Cocos nucifera) + 5%
DMSO, added with 5%, 15% or 20% egg yolk was efficient in maintaining sperm parameters
up to 24 hours under refrigeration, at 5°C.

Keywords: cryoprotectant; rabbit farming; reproduction; seminal extender; sperm.

DESARROLLQ DE MEDIO DILUYENTEA BASE AGUA DE COCO IN NATURA
PARA DILUCION Y CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE CONEJO (Oryctolagus
cuniculus)

RESUMEN

La cunicultura puede considerarse una actividad productiva, sostenible, de baja inversion,
precoz y de rapido ciclo reproductivo. Un mejor desempefio reproductivo de las hembras
proporciona la maximizacion de ganancias, que se puede lograr mediante el uso de
inseminacion artificial (1A). Sin embargo, la principal limitacién del uso de la IA en la
cunicultura es la conservacion del semen. El objetivo de este trabajo fue mejorar el proceso de
criopreservacion de semen de conejo (Oryctolagus cuniculus), desarrollando un diluyente para
criopreservacion de semen de conejo a base de agua de coco. Se seleccionaron al azar cuatro
machos reproductores neozelandeses clinicamente sanos (blancos), de nueve a catorce meses
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de edad, con fertilidad demostrada mediante apareamiento natural, con 10 recolecciones de
semen por animal utilizando una vagina artificial. Los diluyentes/tratamientos consistieron en:
(T1): agua de coco (Cocos nucifera); (T2): agua de coco (Cocos nucifera) + 5% DMSO; (T2):
agua de coco (Cocos nucifera) + 5% DMSO + 5% yema de huevo; (T3): agua de coco (Cocos
nucifera) + 5% DMSO + 15% yema de huevo; (T4): agua de coco (Cocos nucifera) + 5%
DMSO + 20% yema de huevo. Las muestras seminales diluidas se almacenaron a una
temperatura de 5°C por hasta 72 horas. Se realizaron evaluaciones de la motilidad, el vigor y la
morfologia de los espermatozoides en intervalos de cero, veinticuatro, cuarenta y ocho y setenta
y dos horas. Luego del inicio del enfriamiento, a 5°C, hubo un comportamiento lineal
decreciente para la motilidad y vigor espermatico del semen refrigerado en funcién del tiempo,
difiriendo (P<0.05) entre tratamientos y entre tiempos. En cuanto a la motilidad, el tratamiento
AC+DMSO+5%GO fue igual (p>0,05) o superior (p<0,05) a los demas tratamientos entre las
horas de enfriamiento, y present6 un valor absoluto mayor a las 72 horas. En cuanto al vigor,
los tratamientos AC+DMSO+5%G0 y AC+DMSO+15%GO fueron iguales o superiores a los
demas tratamientos entre las horas de enfriamiento, y presentaron el valor absoluto mas alto a
las 72 horas. Sin embargo, con respecto a las anomalias espermaticas, hubo un aumento
(P<0,05) en los defectos totales en los tratamientos AC y AC+DMSO 5%+5%GO después de
72 h de enfriamiento. Con base en los pardmetros de otros animales monogastricos presentados
por el Colegio Brasilefio de Reproduccion Animal, se concluyo que el tratamiento con agua de
coco (Cocos nucifera) + 5% de DMSO, més 5%, 15% o 20% de yema de huevo resultd ser
eficiente en manteniendo los parametros espermaticos hasta por 24 horas en refrigeracion a 5°C.

Palabras clave: crioprotector; cria de conejos; extensor seminal; reproduccion; esperma.
INTRODUCAO

A demanda por alimentos se intensificou nos ultimos anos pressionando o setor do
agronegdcio a aumentar a produtividade e diversificar a oferta de alimentos de qualidade (1).
Neste caso, a cunicultura pode ser considerada uma atividade produtiva sustentavel e de baixo
investimento que apresenta precocidade e rapido ciclo reprodutivo (2,3). Um melhor
desempenho reprodutivo das fémeas proporciona maximizacdo dos lucros, que pode ser
alcancada pelo uso da inseminacéo artificial (1A) (4,5). No entanto, a principal limitacdo ao
emprego da A na cunicultura esta na conservacdo do sémen (6).

Os diluentes seminais tém a funcéo de proteger a membrana do espermatozoide contra os
danos provocados pelo choque térmico e pelas injdrias causadas durante o transporte, além de
fornecer nutrientes como fonte de energia, ter efeito tamponante, manter a pressdo osmotica
(285 mOsm) e aumentar o volume do ejaculado, a fim de obter multiplas doses inseminantes
(7,8).

Apesar dos diluentes atuais oferecerem boa protecéo a célula espermatica, com os tltimos
avancos nas biotécnicas de fecundacdo, tornou-se possivel inferir a baixa fertilidade do sémen
resfriado, fundamentalmente a composicdo dos diluentes, que podem favorecer modificagdes
na distribuicdo e nas caracteristicas dos componentes da membrana que cobrem o
espermatozoide, resultando na sua desestabilizagdo (9).

Este problema esta correlacionado ao aumento de fluidez da bicamada lipidica da
membrana, o que a torna mais permedavel, favorecendo a entrada de calcio livre no interior da
célula e estimulando o processo de capacitacdo espermaética (9).

A tecnica de criopreservacdo espermatica possibilita a utilizacdo por periodo
relativamente longo (refrigeracéo) ou indeterminado (congelagéo), reduzindo riscos e custos
com aquisicdo e transporte de reprodutores, além de favorecer rapida difusdo de material
genético entre locais distantes (10). O sémen congelado é caracterizado como a amostra que foi
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colhida, analisada, conservada e estocada em nitrogénio liquido a temperatura de "196°C,
possibilitando sua conservacdo e utilizagdo por tempo indeterminado (11). J& o sémen
refrigerado é aquele que é colhido, analisado e diluido, com a finalidade de proteger os
espermatozoides durante a redugdo da temperatura a 5°C, além de atuar como expansor do
volume seminal, facilitando seu fracionamento (12).

No entanto, a criopreservagdo de sémen € um processo que promove grande estresse
celular e submete 0 espermatozoide a condi¢es extremamente desfavoraveis a manutencgéo de
sua viabilidade (13) e funcionalidade como, por exemplo, a ruptura das membranas, alteracdo
do acrossoma e capacitacdo prematura (14,15). Assim, € importante ajustar as
concentragdes do diluidor e crioprotetores, tal como o protocolo de criopreservagdo de
espermatozoides para cada espécie ou raca, pois ndo existe um protocolo Unico para todas elas
(16,17).

A membrana plasmatica do espermatozoide de coelho apresenta uma alta taxa de
colesterol: fosfolipidio (0,88-1,56) (18,19) e, em relagdo aos fosfolipidios, observa-se baixa
proporcéo de acido graxo poli-insaturado/saturado (0,8) (18). Essas caracteristicas produziram
uma estrutura de membrana plasmatica com fluidez intermediéria, sendo capazes de suportar
maior estresse ambiental (18,20), de maneira que 0s espermatozoides de coelho séo
caracterizados por sua resisténcia ao “choque térmico” (17).

Nos processos de criopreservacdo do sémen, segundo Purdy (13), o diluente utilizado
deve ter um sistema tampdo, como o fosfato de sodio, citrato de sodio, TRIS (Tris-
hidroximetilaminometano) e o TES (N-tris (hidroximetil) metil 2- aminoetanosulfonico); fontes
energeéticas, como a glicose, a frutose e crioprotetores externos como a gema de ovo ou o leite,
e crioprotetores internos, como o glicerol (GLY), o etilenoglicol (EG) (21,22) e o
dimetilsulféxido (DMSO).

A agua de coco é uma solucdo acida e estéril, com grande potencial biotecnologico e tem
sido utilizada eficientemente como meio para preservacdo de foliculos pré-antrais e diluente
seminal em processos de conservacao (23,24). Na reproducéo de coelhos, meios a base de agua
de coco estdo sendo amplamente utilizados, mas a sua maioria com resultados voltados a sua
utilizacdo com sémen fresco ou resfriado por poucas horas (25,26). No entanto, a eficacia desta
solucgéo natural pode ser maximizada se forem acrescentados alguns crioprotetores que auxiliem
na manutencao da qualidade e viabilidade espermatica durante a criopreservacao, como a gema
de ovo e o dimetilsulféxio (DMSO).

Na gema de ovo, a relacdo acidos graxos poliinsaturados/saturados € baixa (0,36) (27) e
existem lipoproteinas como fosfatidilcolina (lecitina) de baixa densidade que interagem com a
estrutura lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides (28), conferindo protecdo
durante o processo de resfriamento (16,29, 30). O DMSO caracteriza-se como um
crioprotetor interno a célula espermatica, capaz de auxiliar na manutencgdo das caracteristicas
seminais necessarias para a fertilizacdo, proporcionando um ambiente osmdtico e
nutricionalmente ideal (49).

Nesse contexto, buscou-se aperfeicoar o processo de criopreservacdo do sémen de
coelhos (Oryctolagus cuniculus), desenvolvendo um diluente para criopreservacao do sémen
de coelhos a base de agua de coco industrializada (de caixinha).

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de manuseio foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso
de Animais do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (certificado CEUA/IFNMG n°
2/2022) e foram realizados de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal,
estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e com a legislacdo vigente.
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Os animais foram alocados no Setor de Cunicultura do Instituto Federal de Educacdo,
Ciéncia e Tecnologia do Norte de Minas Gerais — Campus Salinas (Figura 1), localizado no
municipio de Salinas, Minas Gerais, a 471 m de altitude, sob a latitude de 16° 10° 12> S e
longitude 42° 17° 24° O, temperatura média anual de 23,1°C, indice pluviométrico anual de
846,1 mm?® e clima semiérido. O periodo de realizagdo do experimento foi de quatro meses,
compreendendo o periodo de julho a outubro de 2023.

FigiJrakl. Setor de Cunicultura Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Techdiﬁgia do
Norte de Minas Gerais — Campus Salinas. (Acervo pessoal)

Foram selecionados, aleatoriamente, quatro machos reprodutores mesti¢os
(fenotipicamente Nova Zeléndia Branco), clinicamente sadios, de nove a quatorze meses de
idade, e com fertilidade comprovada por monta natural.

Para comprovacdo da fertilidade, antes do inicio do periodo experimental, os animais
foram submetidos ao exame androlégico, conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (32). Todos os reprodutores permaneceram sob condigdes de iluminagéo
natural, confinados em gaiolas individuais.

Os animais receberam durante todo o periodo experimental agua e uma alimentagdo
volumosa, composta de rami (Boehmeria nivea Gaud) in natura, e racdo comercial especifica
para coelhos peletizada, de forma a atender as exigéncias nutricionais da categoria.

Foram realizadas 10 colheitas de sémen para cada animal, com a utilizacdo de vagina
artificial (Figura 2), modelo descrito por Andrade (21), e 0 auxilio de um manequim vivo. Uma
fémea foi levada a gaiola do macho estimulando-o a realizar a copula. Antes da penetracéo do
pénis do macho na fémea foi direcionado o pénis para a vagina artificial coletando assim o
ejaculado, sendo entdo acondicionado em tubo do tipo Falcon de 15 mL.

Apos a colheita do sémen, a fracdo gelatinosa foi separada e realizado a avaliagdo do
volume, aspecto e cor do material coletado (Figura 3). Os ejaculados coletados de cada coelho
foram misturados em tubo de coleta tipo Falcon de 15 mL para obter um pool de sémen. O pool
heterospérmico foi imediatamente encaminhado ao Laboratério de Fisiologia e Reprodugéo do
IFNMG-Campus Salinas para avaliacdo microscopica (motilidade, vigor, concentracdo e
morfologia do sémen acumulado).
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Figura 2. Vagina artificial (Acervo pessoal)

Figura3. Sémen acondicionado em Tubo do tipo Falcon de 15 mL avaliagdo (Acervo
pessoal).
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Em seguida, ele foi diluido de 1:3 (uma parte de sémen e trés partes de diluidor) em
microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL e imersos em banho-maria (NT235® - NOVA
TECNICA) a 37°C (Figura 4).

Figura 4: Sémen de coelho banho-maria (Acervo pessoal)

Os diluidores utilizados nos tratamentos foram:
e Diluidor 1 (T1): AC — (4gua de coco - Cocos nucifera - DUCOCO®);
e Diluidor 2 (T2): AC + DMSO 5% (&gua de coco -Cocos nucifera - DUCOCO®) + 5 % de
DMSO);
e Diluidor 3 (T3): AC + DMSO 5% + 5% GO (&gua de coco - Cocos nucifera - DUCOCO®)
+5 % de DMSO+ 5 % de gema de ovo;
e Diluidor 4 (T4): AC + DMSO 5% + 15% GO (agua de coco - Cocos nucifera - DUCOCO®)
+5 % de DMSO+ 15 % de gema de ovo;
e Diluidor 5 (T5): AC + DMSO 5% + 20% GO (agua de coco - Cocos nucifera - DUCOCO®)
+ 5 % de DMSO+ 20 % de gema de ovo.

As amostras seminais divididas nos tratamentos em microtubos tipo Eppendorf foram
direcionadas ao interior de uma geladeira, permanecendo na posi¢do vertical a temperatura de
5°C, por até 72 horas (Figura 5), sendo realizado o controle interno da geladeira por meio de
termometro.
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Figura 4. Acondicionamento de material coletado em geladeira (Acervo pessoal)

Os diluidores foram identificados e armazenados a -10°C durante todo o experimento.

Nos intervalos de zero, vinte e quatro, quarenta e oito e setenta e duas horas, as amostras
foram avaliadas quanto a motilidade, vigor e morfologia espermaética. As gemas de ovo
utilizadas foram retiradas de trés ovos frescos (postura do dia) de galinhas do setor de
Avicultura do IFNMG - Campus Salinas, atentando-se para retirada da membrana que envolve
as gemas dos ovos. Optou-se pela utilizacdo da dgua de coco de caixinha porque ao realizar 0s
testes com agua de coco in natura, percebeu-se que apresentava variancia nas qualidades dos
pardmetros, j& a dgua de coco de caixinha apresentou maior estabilidade de uso e pardmetros
iguais de qualidade durante todo o experimento.

O dimetilsulféxido (DMSO) utilizado foi da marca Synth (Diadema, SP, Brasil) com teor
>99% e pH 5,5 a 8,0. Os diluidores utilizados durante todo o experimento foram produzidos
somente uma vez aproveitando a mesma agua de coco e gemas de ovo. Apos a producdo dos
diluidores, eles foram identificados e armazenados a -10°C até a utilizacao.

A avaliacdo microscépica (motilidade, vigor, concentracdo e morfologia) foi realizada
com materiais previamente aquecidos em placa aquecedora (DIVITA®) regulada para
temperatura de 37°C.

Em uma lamina escavada, foram homogeneizados 10 pL do pool heterospérmico e 10 puL
do diluente de avaliagio Ringer com Lactato de Sddio (LINHAMAX® - Eurofarma), e retirada
uma aliquota de 10 pL para realizar a avaliacdo da motilidade progressiva retilinea e do vigor.
A observagdo foi feita em microscopio 6ptico com contraste de fase (BM2000 SUPER LED® -
Novel Optics), no aumento de 200X, utilizando-se 1aminas e laminulas. Para o parametro
motilidade, foram atribuidas notas percentuais de 0 a 100% em relacdo a quantidade de
espermatozoides moveis totais, enquanto para o vigor, os valores de 0 a 5 foram atribuidos
conforme a intensidade e velocidade de movimentacao.

Para avaliacdo da concentragdo espermatica, uma aliquota de 10 pL do pool
heterospérmico foi diluida em 1 mL de agua (diluicdo 1:100). Posteriormente, uma aliquota de
10 pL da mistura sémen:agua foi colocada em uma camara de Neubauer (IMPROVED®) e o
numero de células espermaticas foi quantificado em microscépio éptico com contraste de fase
(BM2000 SUPER LED® - Novel Optics), no aumento de 400X, conforme preconizado pelo
CBRA (32).

Na analise morfoldgica, 50 puL do pool heterospérmico foi colocado em microtubo tipo
eppendorf contendo 1 mL de formol-salino tamponado, pré-aquecido a 37°C, e analisado em
microscopia de contraste de fase (BM2000 SUPER LED® - Novel Optics) em aumento de
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1.000X. Foram contabilizadas 200 células/ejaculado, verificando-se os percentuais de defeitos
espermaticos conforme Blom (1973).

Para analise estatistica, as variaveis foram submetidas aos testes de normalidade (teste de
Lilliefors) e homocedasticidade (teste de Cochram & Bartlett) e, posteriormente, a anélise de
variancia (ANOVA), aplicando-se o teste de Tukey ou Dunn a 5% de probabilidade para
aquelas que apresentaram significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante dos dados obtidos, é possivel verificar que a média dos valores de motilidade,
vigor e concentracdo espermatica (pool heterospérmico) dos coelhos foram de 90,5%, 4,3 e
471,8x10° espermatozoides/mL, respectivamente. Na Tabela 1, observa-se que essas
caracteristicas seminais estdo dentro do intervalo encontrado em outros trabalhos.

Tabela 1. Valores médios das caracteristicas seminais do sémen fresco (pool heterospérmico)
de coelhos.

Valores médios
encontrados em outros
trabalhos

Caracteristicas seminais do sémen Valores médios
fresco encontrados

94,0 (51)

92,8 (34)

N 85,6 (37)
Motilidade (%) 90,5 86,0 (52)
58,0 (53)

57,1 (36)

3,4 (37)

Vigor (0-5) 4,3 3.3 (53)
3,05 (52)

150 a 500x10° (17)
Concentragéo (espermatozoides/mL) 471,8x10° 50 a 500x10° (35)
597x10° (36)

As variacGes observadas dos parametros seminais nos diversos trabalhos podem ser
devidas as diferentes racas, tipos de manejo nas granjas, idade do macho e manipulagdo do
sémen (diluicdo, temperatura dos equipamentos e diluentes, etc). No entanto, destaca-se que a
qualidade seminal e concentracdo de espermatozoides desempenham um papel crucial na
fertilidade e prolificidade dos coelhos (34), podendo-se considerar que quanto maior a
concentracdo e qualidade espermatica maior a possibilidade de fecundidade de o6citos em uma
fémea.

Apobs o inicio do resfriamento, a 5°C, houve um comportamento linear decrescente para
a motilidade e vigor espermatico do sémen refrigerado em fungédo do tempo (Tabelas 2 e 3),
diferindo (P<0,05) entre os tratamentos e entre 0s tempos.

No que diz respeito & motilidade (Tabela 2), em todos os tratamentos houve diferenca
entre as horas (p<0,05), mas entre os tratamentos houve diferenca significativa (p<0,05)
somente as 24 e 48 horas. O tratamento AC+DMSO+5%GO se mostrou igual (p>0,05) ou
superior (p<0,05) aos demais tratamentos entre as horas de resfriamento, e apresentou valor
absoluto maior as 72 horas.
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Tabela 2. Motilidade espermatica (média = epm) dos coelhos apds 0, 24, 48 e 72 horas de
resfriamento & 5 °C.

Tratamentos 0 hs de 24 hs de 48 hs de 72 hs de
resfriamento  resfriamento  resfriamento  resfriamento
AC 91,36 +1,36% 33,64+4,056% 17,22+4,015 14,09+2,60°
AC + DMSO 5% 89,09+ 1,482 42,27+4,23° 18,89+3,318 1455+282°¢
AC + DMSO 5% + 5% GO 86,36 £2,14% 60,00 £ 2,78 48> 40,00+ 3,33 20,00 + 3,23 ¢
AC + DMSO 5% + 15% GO 90,00+ 1,65% 60,00 + 3,37 AB> 38,89+ 3,514 18,64+ 351¢
AC + DMSO 5% +20% GO  87,73+2,37% 56,36 +4,915 3444+4824 1545+4,18¢

Letras maiUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Tukey;
Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
AC: agua de coco (Cocos nucifera) in natura; DMSQO: dimetilsulféxido GO: gema de ovo.

Quanto ao vigor (Tabela 3), os tratamentos apresentaram diferenca entre as horas de
resfriamento (p<0,05) e entre os tratamentos (p<0,05) as 24 e 48 horas. Os tratamentos
AC+DMSO+5%G0O e AC+DMSO+15%GO mostraram-se igual ou superior aos demais
tratamentos entre as horas de resfriamento, e apresentaram maior valor absoluto as 72 horas.

Tabela 3. Vigor espermatico (mediana + primeiro e terceiro quartis) dos coelhos apés 0, 24, 48
e 72 horas de resfriamento 4 5 °C.

0 hs de 24 hs de 48 hs de 72 hs de
Tratamentos . . . .

resfriamento resfriamento resfriamento resfriamento
AC 5,0 (4-5) @ 2,0(1-2)® 1,0 (0,5-2,00)Cb 1,0 (0,5-2,0)°
AC + DMSO 5% 4,0 (4-5)2 2,5 (2-3)ABb 2.0 (1,0-2,25) B 10 (1,0-2,0)
AC + DMSO 5% + 5% GO 4,0 (4-4,5) 2 2,5 (2-3)ABb  25(2,0-3,25) ABb¢ 20 (1,5-2,0) ¢
AC + DMSO 5% + 15% GO 4,0 (4-5) 2 3,0 (2-3,5) A" 3,0 (2,0-3,25) A8 20 (1,0-2,0) ¢
AC + DMSO 5% + 20% GO 4,0 (4-5) @ 3,0 (2-3,5) A" 2,0 (1,75-3,0) B 15 (0,0-2,0) ¢

Letras maiUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Dunn;
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Dunn;
AC: agua de coco (Cocos nucifera) in natura; DMSO: dimetilsulféxido GO: gema de ovo.

Romero et al. (50) encontraram valores para motilidade (24 h: 17,6%; 48 h: 11,6%) e
vigor (24 h: 0,55; 48 h: 0,22) inferiores aos encontrados neste trabalho quando utilizaram o
diluente ndo comercial Tris-acido citrico-frutose-gema de ovo (33) e resfriaram (5 °C) o sémen
de coelhos. Os maiores valores encontrados nos parametros seminais deste trabalho, pode ser
devido a agua de coco que é uma solucdo acida, composta de sais, proteinas, carboidratos,
vitaminas, gorduras neutras e uma pequena quantidade de fosfolipidios, além de indutores da
divisdo celular e eletrélitos diversos (23). A eficicia desta solucdo natural na conservacao
seminal poderia ser maximizada se acrescentados alguns crioprotetores que auxiliassem na
manutenc¢do da qualidade e viabilidade espermética durante a criopreservagdo, como a gema de
ovo e o glicerol.

Por outro lado, Oliveira (39) apds utilizar dois diluidores comerciais de cdo e equino na
refrigeracdo do sémen de coelho (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) encontraram valores de
55,5-71,0% e 2,5, respectivamente, para motilidade e vigor seminal ap0s 48 h de resfriamento.
A diferenca desses valores em relacdo aos encontrados neste trabalho pode ser devido ao
diferente perfil e concentragdo dos elementos presentes nos diluentes. A agua de coco
industrializada utilizada neste trabalho tinha o acréscimo de frutose e o antioxidante INS 224
(metabissufito de potassio) que podem ter favorecido na conservacdo do sémen refrigerado. Em
comparacao aos diluentes comerciais, é possivel que os tratamentos experimentais a base de a
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agua de coco, DMSO e gema de ovo possuiam menores concentracdes de substratos energéticos
e, ou de elementos que permitissem menor osmolaridade do meio e crioprotecdo das células
espermaticas. Além disso, pode ter ocorrido 0 aumento dos efeitos deletérios dos radicais livres
produzidos pelas células esperméticas com o passar do tempo de refrigeracdo, e aumento de
toxicidade aos crioprotetores com maior tempo de exposic¢ao.

El-Gaafary (42) usando um extensor Tris-gema de ovo descobriu que espermatozoides de
coelho resfriados e armazenados a 5°C por 24 h tinham uma motilidade média de 45% e ap0s
48 h caiu para 25%, com um declinio significativo na fertilidade. Este declinio acentuado na
viabilidade dos espermatozoides ao longo do tempo de preservacdo pode ser devido a
temperatura de refrigeracdo. Castellini (38), comparando Vvérias temperaturas (5, 10 e 15°C),
concluiu que uma temperatura de 15°C é mais adequada do que 5°C para o0 armazenamento do
sémen de coelho, como foi utilizada neste trabalho.

Roca (6) avaliou a viabilidade e fertilidade de espermatozoides diluidos de coelho
armazenados a 15°C, e concluiram que esta pode ser uma temperatura favoravel. Nesse sentido,
deve-se considerar o processo de resfriacdo do sémen que promove grande estresse celular e
submete o0 espermatozoide a condi¢cBes extremamente desfavoraveis a manutencdo de sua
viabilidade (13) e funcionalidade como, por exemplo, a ruptura das membranas, alteracdo do
acrossoma e capacitacdo prematura (14).

De Andrade (21), obtiveram valores de 67,2 e 3,04 para motilidade e vigor em sémen
fresco, tendo progressiva diminuicao logo ap6s a diluicdo em Ringer lactato de sédio, Citrato-
gema e meios a base de leite. Se consideradas as espécies canina, equina e suina (animais
monogastricos como o0s coelhos) o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA)
preconiza que a motilidade progressiva e vigor espermaticos do sémen refrigerado, nessas
espécies, sejam > 50% e > 3, respectivamente (32). Ao considerarmos esses valores para outros
monogastricos domésticos, pode-se observar que neste trabalho, apos as 24 hs, os tratamentos
que utilizaram DMSO 5% e gema de ovo ndo apresentaram valores de acordo com o desejado
pelo CBRA.

Na maioria dos paises, a industria do coelho baseia-se atualmente na inseminacéo
artificial (IA) de espermatozoides frescos ou refrigerados, armazenados por ndo mais que 3 dias
(6), sendo mais frequentemente, armazenados até 12 horas (40).

O sucesso da IA com sémen refrigerado depende da capacidade do extensor para fornecer
um ambiente 6timo para 0 armazenamento de esperma, temperatura de refrigeracdo e
concentracdo de espermatozoides (41). Assim, € importante ajustar as concentracdes do diluidor
e crioprotetores, tal como o protocolo de criopreservagdo de espermatozoides para cada espécie
Ou raca, pois ndo existe um protocolo Unico para todas elas (17).

Como pode ser visto na tabela 2, as 48 hs de resfriamento a 5°C, a presenca de gema de
ovo permitiu maiores valores (P<0,05) de motilidade em relagdo aos tratamentos somente com
agua de coco ou acrescido de DMSO. Na gema de ovo, existem lipoproteinas de baixa
densidade que interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides
(28), conferindo protecdo durante o processo de resfriamento (16). Dentre essas lipoproteinas,
a fosfatidilcolina (lecitina) favorece a estabilidade da membrana espermatica contra o choque
térmico durante o processo de resfriamento e, ou, congelamento (29). Além disso, essas
lipoproteinas atuam por meio de efeito osmotico, no processo de criopreservacgéo, induzindo a
saida de agua do interior da célula e prevenindo a formagdo de cristais de gelo no meio
intracelular (30).

Apesar da eficacia favoravel da gema de ovo em um diluidor, a utilizacdo desse
componente tem algumas desvantagens como a variagdo em sua composi¢do bioguimica e,
principalmente, a higiene e o risco de contaminagdo bacteriana (43), que podem
consequentemente interferir na qualidade do sémen (44). A auséncia de antimicrobianos nos
meios diluentes experimentais deste trabalho pode ter contribuido para o aumento da
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concentracdo de microrganismos que prejudicam as células espermaticas quer seja por utilizar
substratos orgénicos dos diluentes importantes para protecdo e mantenca dos espermatozoides
ou por produzirem substancias toxicas a eles.

Neste trabalho o sémen diluido em diluente sem gema de ovo apresentou a maior reducao
de motilidade e vigor. Isso pode ser explicado devido as lipoproteinas de baixa densidade
presentes na gema de ovo interagirem com a estrutura lipidica da membrana plasmaética
conferindo protecdo a essas células durante o processo de resfriamento (16, 28, 29, 30).

Na tabela 4 sdo apresentadas as anormalidades espermaticas, apds o inicio do
resfriamento a 5°C. Pode-se observar que ndao houve diferenca (p>0,05) nos tratamentos para
defeitos maiores e totais do sémen em funcédo dos tempos de resfriamento de 0, 24 e 48 horas.
No entanto, houve aumento (P<0,05) nos defeitos totais nos tratamentos AC e AC+DMSO
5%+5%GO0O ap0s 72 hs de resfriamento.

El-Nour et al. (47) ao refrigerar o sémen de coelho a 5 °C e utilizar os diluentes Lactose-
citrato-gema de ovo e Tris-glicose-gema de ovo encontraram valores de espermatozoides
normais proximos aos valores obtidos neste trabalho as 24 hs (79,5% e 82,5%, respectivamente)
e 48 hs (73,7% e 76,84%, respectivamente). J& Suarez et al. (55) utilizando uma temperatura
de resfriamento de 16 °C e os diluentes compostos por leite desnatado com acUcar, dextrose-
citrato de sodio-acetato potassico, caseinato de sodio-fostato e agucar, e Tris-acido citrico e
gema de ovo encontraram valores de espermatozoides normais abaixo as 48 hs (50-60%) e 72
hs (40-70%). Por outro lado, Oliveira et al. (39) utilizaram diluentes comerciais para
refrigeracdo seminal de equino, suino e cées e encontraram valores de espermatozoides normais
maiores as 24hs (87,0%, 85,8% e 86,5%, respectivamente) e 48 hs (84,5%, 85,3% e 84,5%).

Tabela 4 — Anormalidades espermaéticas (média + epm) dos coelhos ap6s 0, 24, 48 e 72 horas
de resfriamento a 5°C.

0 hs de 24 hs de 48 hs de 72 hs de
Tratamentos . . . .
resfriamento resfriamento resfriamento resfriamento
AC
Defeitos maiores (%) 1,55+0,352 2,86 £0,682 2,05+0,742 3,50+1,072
Defeitos totais (%) 22,23 +1,072 2455+ 1,372 26,94 +219¢ 2855+ 1,47"
AC + DMSO 5%
Defeitos maiores (%) 1,55+0,372 2,36 £0,572 2,23+0,802 2,59+0,892
Defeitos totais (%) 22,64 +1,27°2 22,27 +1,142 19,73+ 3,132 26,77 +1,66%
AC + DMSO 5% + 5% GO
Defeitos maiores (%) 1,40+0,342 2,27+0,842 2,36 +0,772 2,73+1,122
Defeitos totais (%) 23,32+1,19°2 22,36 + 1,362 19,41 +3,032 2755+ 1,28"
AC + DMSO 5% + 15% GO
Defeitos maiores (%) 1,14+ 0,322 2,59+0,64% 2,68+0,792 2,82+0,562
Defeitos totais (%) 22,91+1,31% 22,68+0,982 20,41+325% 2550+1,352
AC + DMSO 5% + 20% GO
Defeitos maiores (%) 1,27 £ 0,442 3,14 +0,96¢ 2,27 +0,932 2,23+0,51¢2
Defeitos totais (%) 23,20+1,04° 2191+1,26¢2 19,68 + 3,052 24,05+ 1,28%

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) pelo teste de Dunn.

A percentagem maxima indicada para anormalidades do sémen refrigerado de coelho néo

esta estipulada no Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo de Sémen Animal do CBRA
(32). No entanto, 0 mesmo manual apresenta 0 que é preconizado em outras especies de
monogastricos, a saber: > 60% (equina), >70% (canina) e > 80% (suina) de espermatozoides
normais apés o periodo de refrigeracdo. Neste manual, também é consideravel como desejavel
que o sémen apos a refrigeracdo apresente um valor <10% de defeitos maiores. No presente
trabalho, todos os tratamentos nos quatro periodos analisados apresentaram porcentagem de
espermatozoides normais > 70% e de defeitos maiores <10% (Tabela 4). Assim, o sémen
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refrigerado desses monogastricos domésticos poderia ser considerado fora do padrdo quando
apresentasse menos de 60% de espermatozoides normais e mais de 10% de defeitos maiores
(32). Partindo dessa informacdo, os dados encontrados tanto para defeitos maiores, quanto para
espermatozoides normais, estdo dentro do desejado na avaliacdo de morfologia espermaética.

Sugerem-se estudos futuros in vivo para a verificagdo de indices reprodutivos e,
consequentemente, determinacdo do numero de laparos viaveis com a utilizacdo de sémen
refrigerado diluido em agua de coco acrescido ou ndo de outros crioprotetores naturais. Além
disso, devem ser considerados em novos trabalhos alguns pontos apresentados neste estudo que
podem influenciar na refrigeracdo do sémen de coelho: a variagdo da osmolaridade, e também,
do perfil e concentracdo dos elementos presentes na agua de coco; a possibilidade de
intoxicacdo dos espermatozoides pela exposicao prolongada aos crioprotetores; a diferenca da
temperatura de refrigeracdo no armazenamento (5°C ou 15°C); e a presenca, crescimento e
influéncia de microrganismos durante longos periodos de resfriamento.

CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, conclui-se que todos os tratamentos apresentaram
motilidade e vigor com valores positivos e baixas alteragdes morfoldgicas, em até 72h pds
refrigeracdo, a 5°C. No entanto, se considerado os valores do CBRA aplicados a outros espécies
de animais monogastricos domésticos o tempo adequado de refrigeracdo, a 5 °C, do sémen de
coelho utilizando agua de coco, acrescido de 5% DMSO e 5%, 15% ou 20% de gema de ovo, €
de 24 horas.
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