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Resumo

Foi o objetivo deste trabalho comparar 7z vitro a eficiéncia de trés
diluidores para sémen de coclhos: solugio de Ringer com lactato de
sédio, um meio a base de citrato de sédio e gema de ovo e um meio
abase de leite desnatado sobre a manutencio da motilidade progressiva
e do vigor espermatico. Para tanto, foram utilizados 5 coelhos
realizando-se 10 colheitas de sémen de cada (n = 50). O sémen foi
colhido com vagina artificial, e avaliado quanto ao volume, motilidade,
vigor e concentragio. O sémen foi diluido (20x106 espermatozdides/
mlL) em microtubos pré-aquecidos a 37°C nos trés diluidores, e entdo
incubados em banho-maria a 37°C por 120 minutos, realizando-se
avaliagces a cada 30 minutos. Imediatamente ap6s a diluigao (tempo
0) a motilidade espermatica nao diferiu (P>0,05) entre os diluidores,
todavia, reduziu (P<0,05) no diluido com Ringer quando comparado
a0 sémen iz natura. Ja o vigor no tempo 0 diminuiu (P<0,05) nos trés
meios. A motilidade espermatica foi melhor preservada (P<0,05)
durante a incubacio de 30 até 120 minutos para o sémen diluido nos
diluidores citrato-gema e a base de leite do que para aquele diluido em
Ringer. A preservagao do vigor variou entre os diluidores durante o
tempo de incubagao in vitro, contudo, foi semelhante entre os trés
diluidores ap6s 120 minutos de incubagdo. Com estes resultados,
pode-se inferir que os diluidores testados proporcionam um meio
que permite manter a viabilidade espermatica para que possa ser
realizada a inseminagao artificial em coelhas até duas horas po6s-diluigio.
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Introducéo

A técnica da inseminagao artificial (IA)
em diversas espécies constituiu uma
ferramenta bdsica para o progresso
zootécnico registrado nas dltimas décadas.
Em coelhos, a IA vem sendo usada na
produgio intensiva de coelhos como uma
ferramenta para a selecdo genética, aumento
da fertilidade em épocas estacionais
desfavoraveis e controle sanitario.'” A técnica
possibilitou o desenvolvimento de um novo
sistema de produgdo, chamado de sistema
de producio ciclica, que consiste em agrupar
animais no mesmo estagio fisiolégico da
esfera reprodutiva, permitindo inseminar as

coelhas em dias fixos.”

Na Europa a IA vem sendo
empregada em larga escala, como uma
tecnologia para aumentar a eficiéncia da
industria cunicola. Todavia, no Brasil a monta
natural vem sendo utilizada como o
principal método para reproducio em
coelhos. A introdu¢do da IA na pratica
rotineira da producio poderia trazer grandes
avancos para o desenvolvimento da
cunicultura nacional, que vem apresentando
acentuada evolucio ao longo desta década,
nos aspectos da tecnificacio da produgao,
com melhorias na conformacio da carcaca
e aumento da producio de alimento de
qualidade ao consumidor.*
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A dilui¢ao do sémen é crucial para
o emprego da IA, pois permite melhor
aproveitamento de cada ejaculado e
conservacao do sémen por um periodo
de tempo maior.

A dose inseminante para coelhos
preconizada é em torno de 10 milhdes de
espermatozdéides vidveis’, podendo varia
de 8 a 11,1 milhdes® em um volume
inseminante de 0,5 mL.>® Se levarmos em
considera¢do que o volume ejaculado de
um coelho varia de 0,5 a 2,0 mL°® ¢ a
média da concentra¢do espermatica para
um coelho de porte médio varia de 2507
a 500 milhoes/mL?; tem-se ejaculados
de 125 milhdes até 1 bilhdo de
espermatozdides, ou seja, cada ejaculado
¢ suficiente para a IA de mais de 12
féemeas.

A propriedade dos diluidores em
conservar o sémen se deve a sua
composi¢do, que varia das mais simples
até mais elaboradas, dependendo do
objetivo da dilui¢io, seja para servir como
um simples extensor e proporcionar
maior volume ou para a conservagio por
um perfodo de tempo maior, resfriado
ou congelado. Assim, em geral sua
constituicdo deve garantir nutri¢io,
protecdo, balanco eletrolitico (pH e
osmolaridade) e inibicido bacteriana.’

Para a IA de coelhos, a dilui¢do do
sémen pode ser realizada empregando-se
extensores simples como solugao
fisiol6gica ou solucao de Ringer com
lactato de sédio'™'"'? ou um diluidor
mais especifico como o citrato-gema
modificado, com apenas 5% de gema de
ovo®, além de diluidores a base de leite
desnatado'. Todavia, poucos estudos
foram conduzidos com o objetivo de
comparar os diluidores para o sémen de
coclhos.

Dessa forma, o presente estudo
teve o propésito de comparar iz vitro a
eficiéncia da solu¢ao de Ringer com lactato
de sédio, um meio a base de leite
desnatado e um meio a base de gema
de ovo e citrato de s6dio, como diluidores
para sémen de coelhos sobre a
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manutencao da motilidade progressiva e
do vigor espermatico, incubados a
temperatura de 37°C por um periodo de
até¢ 120 minutos.

Material e Método

Para este estudo foram utilizados
cinco animais, realizando-se 10 colheitas de
sémen de cada animal (n = 50). O sémen
foi colhido com vagina artificial, modelo
descrito por Andrade et al."; com o auxilio
de um manequim vivo. Apés a colheita do
sémen, a fracio gelatinosa foi separada e o
sémen foi avaliado quanto ao volume,
motilidade, vigor e concentragdo. As
amostras de sémen foram imediatamente
diluidas em uma concentracao de 20 milhoes
de espermatozdides/mlL em microtubos
pré-aquecidos a 37°C, nos seguintes
diluidores: solucao de Ringer com lactato de
sédio (J.P. Industria Farmacéutica, Ribeirao
Preto/Brasil) (R), meio citrato-gema 5%’
(C - tabela 1), ou meio a base de leite
desnatado® (L — tabela 1). Ap6s a diluicio
o sémen foi incubado em banho-maria a
37°C por 120 minutos, sendo realizadas
cinco avaliagoes de motilidade e vigor de
cada diluidor nos tempos 0 (imediatamente
apos a diluicao), 30, 60, 90 e 120 minutos de
incubacao  vitro.

A motilidade e o vigor foram
determinados pela deposicio de uma gota
de sémen entre lamina e laminula pré-
aquecidas a 37°C, sendo a motilidade
determinada pela porcentagem de
espermatozéides com  movimento
progressivo e o vigor avaliado com base na
qualidade do movimento retilineo-
progressivo e sua velocidade em uma escala
de 1 a5, sendo ambas as avaliagoes realizadas
sob microscopia 6ptica de contraste de fase
em aumento de 100x. A concentra¢do
espermatica foli determinada pela contagem
das células em camara de Neubauer, apos
diluicio da amostra de sémen em formol
salino tamponado (1:100), com uso de
microscopia 6ptica sob aumento de 400x.

O experimento foi delineado em
blocos generalizados sendo cada coelho um
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Tabela 1 - Formula do diluidor citrato-gema 5% (C) e do meio a base de leite desnatado (L)'*- Pirassununga, 2004

Produto Componente Quantidade
Citrato de sédio 147¢g
Gema de ovo 5 mL
Citrato-gema 5% (C) Penicilina G Potéssica 0,056 g
Estreptomicina 0.08 g
Agua destilada g.s.p. 100 mL
Glicose 49¢
Leite desnatado 24¢
Meio a base de leite ~ Bicarbonato de Sédio 0,15g
desnatado (L) Penicilina G Potdssica 0,056 g
Estreptomicina 0.07¢g
Agua destilada g.s.p. 100 mL

bloco e o ejaculado ap6s diluicio, a unidade
experimental. As variaveis estudadas foram
motilidade e vigor nos periodos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos.

A analise dos dados foi realizada
empregando-se o programa SAS.'® Os
indices obtidos de motilidade e vigor foram
avaliados pelo PROC GLM do SAS
(ANOVA) e quando verificado significancia
(p<0,05) procedeu-se o teste de Tukey.

Resultados

A motilidade progressiva diminuiu
significativamente (P<0,05) logo apds a
dilui¢do em Ringer com lactato de sédio (R)
em relacio ao sémen # natura. Contudo, nao
foram observadas diferencas (P>0,05) quando
este parametro foi comparado entre as
amostras de sémen diluidas com os meios de
citrato-gema (C) e a base de leite desnatado
(L) (Tabela 2).

O vigor apresentou uma queda
significativa (P<0,05) logo ap6s a diluicao em
todos os diluidores testados quando
confrontados com o sémen 7 natura. Quando
estabelecida uma comparagio no tempo 0,

nao se observou diferenca (P>0,05) entre os
trés diluidores (Tabela 2).

Decorridos 30 minutos da incubacio,
o sémen diluido em Ringer com lactato de
sodio apresentou reducdo da motilidade
espermatica (P<0,05) mais pronunciada do que
o sémen diluido em citrato-gema e leite
desnatado (Tabela 3). A diferenca manteve-se
até 120 minutos de incubacio.

O vigor apresentou variagdes nos
diferentes tratamentos no decorrer das
avaliagoes (Tabela 4). No tempo 30, foi menor
(P<0,05) na amostra de sémen diluida em
citrato-gema em relagdo ao que se adicionou
o diluidor a base de leite, porém este nao
diferiu do diluido em Ringer com lactato de
sédio. Na avaliagao do tempo 60, os valores
obtidos ndo foram diferentes (P>0,05) entre
os trés diluidores. Esta variavel, no tempo 90,
apresentou menor reducao (P<0,05) no sémen
diluido em Ringer com lactato de sédio do
que diluido em citrato-gema. Fato este, que
nao ocorreu nos espermatozoides diluidos em
diluidor a base de leite desnatado, ja que
apresentaram valores de vigor semelhantes
(P>0,05) aos outros diluidores testados. Com
120 minutos de incubagao, todos os diluidores
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Tabela 2 - Médias + desvios padrao da motilidade e do vigor do sémen de coelhos in natura e imediatamente ap6s
adiluicao com Ringer com lactato de sédio, citrato-gema e meio a base de leite desnatado - Pirassununga, 2004

Diluidor Motilidade (%) Vigor (1-95)
Sémen in natura 67,2 + 5,455 3,04 £ 0,389
Ringer com lactato de sédio 64,5 + 8,763b 2,85+ 0,527°
Citrato-gema 67,0 £ 5,345 2,73 £0,443b
Meio a base de leite 65,9 £ 5,3163b 2,72 £0,454v

ab Tetras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (P<0,05).

Tabela 3 - Médias + desvios padrao da motilidade (%) do sémen de coelho diluido em Ringer com lactato de
sodio, citrato-gema e meio a base de leite desnatado e incubados in vitro a 37° C por 120 minutos -
Pirassununga, 2004

Tempo de Incubacio

Tratamentos
0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
R 64,5+8,7632 58,6 £ 14,2872 56,3 £ 14,9772 53,8+15,171=2 50,3 + 16,9462
C 67,0+ 53452 6546455 63,1 £9,252b 59.9 £13,073® 57,5 £ 14,006
L 659+53162 63,1 15,7930 61,1 £ 6,085 58,8 £7,5300 55,8 £8,041P

> Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (P<0,05); R = Sémen diluido em Ringer com lactato de sédio; C=
Sémen diluido em meio de citrato-gema; L = Sémen diluido em meio a base de leite desnatado

Tabela 4 - Médias + desvios padrao do vigor (1 - 5) do sémen de coelhos diluido em Ringer com lactato de sodio,
citrato-gema e meio a base de leite e incubados in vitro a 37° C por 120 minutos - Pirassununga, 2004

Tempos
Tratamentos
0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
R 2,851+0,527= 2,56 £0,53120 2,56 £ 0,586 2,53 £0,584=2 2,47 £ 0,642
C 2,73+ 0,443 2,46 + 0,333 2,42 +0,3692 2,32+0,471® 2,28 £ 0,5642
L 2,72+ 0,454 2,63 +0,402b 2,49 +0,3852 2,38 £0,3722b 2,47 + 0,642

P Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05): R = Sémen diluido em Ringer com lactato de sédio; C=
Sémen diluido em Citrato-gema a 5%; L = Sémen diluido em meio a base de leite desnatado

apresentaram valores que nao diferiam  sédio e diluidor a base de citrato de sédio e
quando analisados estatisticamente (P>0,05).  gema de ovo, como diluidores para sémen
de coelhos, tiveram como base os resultados

Discusséao positivos obtidos anteriormente por
diversos autores, quanto aos indices

A escolha do Ringer com lactato de  produtivos, taxa de prenhez e nimero de
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laparos nascidos vivos.”!"'*!"1%17 J4 o diluidor
a base de leite desnatado tem mostrado sua
capacidade na proteciao dos
espermatozoides da espécie eqiina®, além
da sua eficiéncia, na conservaciao do sémen
de coelho, demonstrado pelo teste de
exaustio a 37°CP.

Comparado a solugoes salinas simples
a inclusdo da gema do ovo, em prepara¢oes
usadas pra diluir o sémen de coelho, resultou
na melhora da motilidade dos
espermatozoides.'” Resultado que coincide
com os valores obtidos neste trabalho, no
qual a0 avaliarem a motilidade e o vigor, no
decorrer do tempo pés-diluigdo, no
tratamento que contém em sua composi¢ao
a gema do ovo, notou-se que este apresentou
melhor capacidade de preservar a
motilidade do que a solugio salina de Ringer
com lactato de sodio.

Uzcatequi e Johnston®' nio
observaram diferencas na taxa de concep¢ao
e no numero de laparos nascidos vivos,
quando compararam inseminagdes
realizadas com sémen diluido em solucao
salina (0,9% de NaCl) ao adicionado ao
diluidor a base de gema de ovo e citrato.
Porém, estes autores citam que a solu¢iao
salina s6 mantém a capacidade fertilizante
do espermatozdide, caso este seja usado logo
apos a diluicao. Ressalta-se que no presente
experimento, os valores de motilidade
encontrados imediatamente ap6s a diluicao
(tempo 0) nas solu¢des Ringer com lactato
de soédio e no citrato-gema nao tiveram
valores que diferissem (P>0,05) entre si.

Bicudo e Paschoal® efetuaram a
comparacio entre o meio a base de leite e o
Ringer com lactato de sédio, pelo teste de
exaustio a 37 °C, obtendo resultados que
diferiram dos encontrados neste
experimento. Os autores referidos
encontraram valores mais baixos de
motilidade espermatica (7,5% para Ringer
com lactato de sodio vs 27,7% para meio a
base de leite) apos 120 minutos de realizada
a dilui¢do quando comparado aos valores
obtidos na atual pesquisa, que em média,
foram superiores a 50% em ambos os
tratamentos.
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Perante a literatura consultada, nao
foram encontrados trabalhos enfocando o
uso de diferentes diluidores sobre a
caracteristica vigor em espermatozoides,
nem comparando o uso de diluidores a base
de leite desnatado e a base de citrato e gema
de ovo no sémen de coelhos. Os resultados
obtidos, nao mostram diferencas na
capacidade de manutencdo do parimetro
vigor nos diferentes tratamentos testados.

Ressalta-se que os valores de
motilidade semelhantes entre o sémen diluido
em citrato-gema e o adicionado ao meio a
base de leite, até 120 minutos pos-dilui¢ao,
sugere que ambos sao viaveis para a dilui¢do
e conservacao da qualidade do sémen em
um determinado perfodo de tempo, sendo
indistintos na escolha para o uso em
inseminacao artificial das coelhas.

Na pesquisa realizada, a motilidade
espermatica mostrou-se sempre inferior
quando o sémen foi diluido em Ringer com
lactato de s6dio do que em relagdo aos
outros dois tratamentos, durante todas as
avaliacOes, caracterizando menor eficiéncia
deste produto para a conserva¢ao do sémen
de coelho. Contudo, ¢ interessante ressaltar
que o Ringer com Lactato de Sédio, como
fora citado outrora, além da facil obtencao
foi comprovado como sendo bastante
eficiente como extensor de volume para a
IA, ja que, Bicudo et al."”* e Andrade et al."
ao usarem este meio para diluir o sémen,
obtiveram como resultado indices
zootécnicos como taxa de prenhez e
nimeros de laparos nascidos vivos
semelhantes 2 monta natural. Acrescentando
que, a manutencio da motilidade, em torno
de 50% apds 120 minutos de incubagio,
pode ser considerada como um bom indice,
nao se sugerindo o descarte do sémen.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos,
dentro das condicoes de realizacao deste
experimento, é possivel concluir que os
diluidores Ringer com lactato de sddio,
citrato-gema 5% e diluidor a base de leite
desnatado, tiveram a capacidade de preservar

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 45, suplemento, p. 33-39, 2008



38

a motilidade e o vigor, proporcionando um
meio que permite a manutencgao da viabilidade
espermatica. Deste modo, possibilitando a
realizacao da IA em até duas horas pos-diluicao.

Os diluidores a base de citrato-gema a
5% e leite desnatado preservam melhor
motilidade e vigor do que a solugdo de Ringer
com lactato de sédio. Todavia, nota-se que o
emprego da solucao Ringer com lactato de
sédio, apesar de ter valores de conservacao
da motilidade e vigor inferiores aos outros
tratamentos, pode ser recomendado como um
diluidor de primeira escolha, tendo em vista a
sua facilidade de compra e de uso, e

principalmente por manter motilidade e vigor
das células espermaticas por um periodo de
até duas horas acima dos padrdes minimos
necessarios para garantir boa taxa de fertilidade.

Com estes conhecimentos em maos
surge a possibilidade do uso desta
biotecnologia de forma mais ampla, o que
proporciona grandes beneficios para a
cunicultura nacional, assim como ocorreu em
outras espécies domésticas.
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In vitro efficiency of three extenders for rabbit semen

Abstract

The objective of this experiment was to compare 7 vitro efficiency of
three rabbit semen extenders: sodium lactate Ringer solution, sodium
citrate and yolk-egg medium, and skim milk-based medium, on
maintenance of sperm vigour and motility. To that end 5 rabbits
were utilized; ten semen collections were taken from each (n = 50).
The semen was collected by artificial vagina, and evaluated for volume,
motility, vigout, and concentration. The semen was diluted (20x10°
spermatozoa/mL) in pre-warmed micro tube at 37°C in the three
extenders, and then it was incubated in water bath at 37°C during 120
minutes, performing evaluation every 30 minutes. Immediately after
the dilution (time 0) the sperm motility was not different among
extenders (P>0.05), however, decreased (P<0.05) in Ringer extender
when compared to ## natura semen. The vigor in time 0 decreased
(P<0.05) in the three extenders. The sperm motility was better
preserved (P<0.05) during the incubation from 30 to 120 minutes
for the semen diluted in yolk egg-citrate and skim milk-based
extenders than for the Ringer extender. The vigour preservation varied
among the extenders during the 7z vitro incubation; however, it was
similar among the three extenders after 120 minutes of incubation.
Based on these results, it can be deduced that the tested extenders
promote a medium that allows the maintenance of sperm viability
so that artificial insemination can take place within two hours of
post-dilution.

Key words:

Rabbit.

Semen.

Extender.

Artificial insemination.
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