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RESUMO

Esta tese teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso de sémen bovino descongelado e
posteriormente refrigerado em diferentes temperaturas, visando sua aplicacdo em protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em regides remotas da Amazonia. No Capitulo II,
foi conduzida uma revisao de literatura sobre os lipidios na reproducao de touros, ressaltando a
funcdo dos acidos graxos poli-insaturados, colesterol e fosfolipidios na fluidez e integridade
das membranas espermaticas, na motilidade e na resisténcia ao estresse oxidativo. Essa revisao
evidenciou que a composi¢ao lipidica do sémen ¢ um determinante-chave da fertilidade. A
alimentacdo de touros com diferentes tipos de acidos graxos pode influenciar positivamente os
parametros de qualidade do sémen, no entanto, os resultados variam de acordo com o tipo de
acido graxo utilizado, a forma de administragcdo e sua qualidade. No Capitulo III foi avaliado a
viabilidade do s€émen bovino comercial descongelado e mantido em refrigeracao a 5 °C ou 15
°C. Foram analisadas motilidade, vigor e morfologia espermatica ao longo de 48 h de
incubacdo, além da longevidade determinada por teste de termorresisténcia lento a 38 °C por 5
h. Em campo, 100 vacas foram inseminadas com doses mantidas a 5 °C por 10 h ou com sémen
congelado convencional. Os resultados laboratoriais indicaram redugdo progressiva da
motilidade e do vigor ao longo do tempo (P < 0,0001), embora dentro de limites aceitaveis para
uso em inseminacao artificial (IA). Nao foram observadas diferengas significativas entre 5 °C
e 15 °C (P =0,9927). Nos ensaios de campo, as taxas de prenhez também nao diferiram entre
os grupos (P = 0,8760). Dessa forma, a refrigeragdo pos-descongelamento entre 5 °C e 15 °C
preserva a qualidade espermatica por tempo suficiente para utilizacdo em IATF, sem prejuizo
da fertilidade. Essa abordagem representa alternativa custo-efetiva e logisticamente vidvel para
sistemas de produgdo com acesso limitado a infraestrutura criogénica. Ao integrar fundamentos
bioquimicos da fisiologia espermatica com solugdes aplicadas a pecudria tropical, esta tese
contribui para o avanco cientifico e para a melhoria da eficiéncia produtiva em regides de
relevancia estratégica para a seguranca alimentar e o desenvolvimento sustentavel.

Palavras-chave: Amazonia, Membrana plasmatica; Nitrogénio liquido; Qualidade

espermatica; Taxa de prenhez.
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ABSTRACT

This thesis aimed to evaluate the feasibility of using thawed bovine semen subsequently
refrigerated at different temperatures, with a view to its application in fixed-time artificial
insemination (FTAI) protocols in remote regions of the Amazon. In Chapter II, a literature
review on lipids in bull reproduction was conducted, highlighting the role of polyunsaturated
fatty acids, cholesterol, and phospholipids in sperm membrane fluidity and integrity, motility,
and resistance to oxidative stress. This review evidenced that semen lipid composition is a key
determinant of fertility. Feeding bulls with different types of fatty acids can positively influence
semen quality parameters; however, results vary according to the type of fatty acid used, the
route of administration, and its quality. In Chapter III, the viability of thawed commercial
bovine semen stored under refrigeration at 5 °C or 15 °C was evaluated. Sperm motility, vigor,
and morphology were assessed over 48 h of incubation, in addition to longevity determined by
the slow thermoresistance test at 38 °C for 5 h. In the field, 100 cows were inseminated with
doses maintained at 5 °C for 10 h or with conventionally frozen semen. Laboratory results
indicated a progressive reduction in motility and vigor over time (P < 0.0001), although within
acceptable limits for use in artificial insemination (Al). No significant differences were
observed between 5 °C and 15 °C (P = 0.9927). In field trials, pregnancy rates also did not
differ between groups (P = 0.8760). Thus, post-thaw refrigeration between 5 °C and 15 °C
preserves sperm quality for sufficient time to allow its use in FTAI, without impairing fertility.
This approach represents a cost-effective and logistically feasible alternative for production
systems with limited access to cryogenic infrastructure. By integrating biochemical foundations
of sperm physiology with applied solutions for tropical livestock, this thesis contributes to
scientific advancement and to the improvement of productive efficiency in regions of strategic
relevance for food security and sustainable development.

Keywords: Amazon; Plasma membrane; Liquid nitrogen; Sperm quality; Pregnancy rate.
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CAPITULO I - INTRODUCAO, OBJETIVOS E REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva € um dos principais fatores que determinam a competitividade
da bovinocultura de corte e leite, além de representar um indicador relevante para a
sustentabilidade ambiental. Essa eficiéncia ¢ modulada por multiplos fatores, entre os quais se
destacam a qualidade do sémen, o estado fisiologico das fémeas e as condigdes de manejo
reprodutivo, elementos que influenciam diretamente as taxas de concepg¢ao, o intervalo entre
partos e o avango genético do rebanho (Herndndez et al., 2012; Diskin e Kenny, 2016; Tran et
al., 2017).

Do ponto de vista bioldgico, a composicao lipidica dos espermatozoides exerce papel
fundamental na integridade da membrana plasmatica, na motilidade, na resisténcia ao estresse
oxidativo e na fertilizagdo (Argov-Argaman et al., 2013). Esse tema ¢ aprofundado no Capitulo
II, por meio de revisdo de literatura sobre lipidios na reprodugdo de touros, a qual evidencia o
papel dos acidos graxos poli-insaturados, do colesterol e dos fosfolipidios na funcionalidade
espermatica e mostra que a composi¢do lipidica do s€émen ¢ um determinante da fertilidade.
Também aponta que a suplementacdo com diferentes fontes de 4cidos graxos pode alterar
parametros espermaticos, com resultados dependentes do tipo de acido graxo, da via de
administracdo e de sua qualidade (Beltrdo e Ferraz Junior, 2023). Esses fundamentos
bioquimicos se articulam, na pratica, com o estado fisiologico das fémeas e com o manejo
reprodutivo, compondo um quadro multifatorial da eficiéncia reprodutiva.

Nesse contexto, a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) destaca-se como uma
das principais biotécnicas para intensificacao reprodutiva e disseminagao genética em bovinos.
Ao eliminar a necessidade de detec¢do de estro e sincronizar a ovulagdo, a IATF promove
ganhos expressivos de eficiéncia e contribui para o melhoramento genético em larga escala
(Ferraz Junior et al., 2016). O avanco e a consolidagdo dessa técnica no Brasil sdo evidentes.
Em 2018, estimou-se que mais de 13 milhdes de vacas foram inseminadas por IATF no Brasil,
correspondendo a 86% de todas as inseminagdes realizadas, com impacto econdomico superior
a R$ 3,5 bilhoes (Baruselli et al., 2019). Apesar desse crescimento, a adogdo técnica por
pequenos ¢ médios produtores ainda enfrenta entraves de custos operacionais e limitagdes
logisticas.

O uso de sémen criopreservado em nitrogénio liquido (-196 °C) ¢ a pratica padrao para
a IATF, mas a dependéncia desse insumo impde barreiras em regides com infraestrutura

precaria. No interior da Amazdnia, por exemplo, a escassez de estradas, a sazonalidade das



cheias e as longas distancias tornam o transporte de nitrogénio liquido oneroso ¢ logisticamente
complexo. Além disso, a evaporagdo acelerada em climas quentes eleva a frequéncia de
reabastecimento, aumentando custos e limitando o acesso regular de pequenos e médios
produtores a biotecnologia (CNA, 2020; Fernandes et al., 2021).

Diante disso, alternativas mais simples e custo-efetivas de manejo seminal ganham
relevancia. A refrigeragdo do sémen, em substituicdo ao armazenamento continuo em
nitrogénio liquido, surge como estratégia operacionalmente vidvel, com estudos reportando
taxas de fertilidade in vitro comparaveis as obtidas com sémen congelado em protocolos de
IATF. Evidéncias recentes sugerem que manter o sémen descongelado em baixas temperaturas
preserva parametros funcionais por curtos periodos, podendo ampliar a janela temporal de
utilizagdo do sémen, ao passo que temperaturas fisiologicas aceleram perdas espermaticas.
(Underwood et al., 2009, 2010a; Faria et al., 2022). Apesar do potencial, faltam ensaios de
campo que avaliem a fertilidade real do sémen descongelado-refrigerado sob condicdes
praticas, principalmente em areas com limitagdes logisticas, como o interior da Amazdnia.

Dessa forma, esta tese buscou avancar no conhecimento sobre o manejo pos-
descongelamento e investigar a refrigeracdo como alternativa pratica para reduzir a
dependéncia do nitrogénio liquido, ampliando a aplicabilidade da IATF em sistemas de

producao localizados em regides remotas.



2. OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral

Avaliar a viabilidade do uso de sémen bovino descongelado submetido a refrigeracao

em diferentes temperaturas, visando sua aplicagdo em protocolos de inseminagao artificial em

tempo fixo.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar revisao bibliografica sobre o papel dos lipidios na qualidade espermatica, sua
relacdo com criopreservacao e estratégias de suplementagdo nutricional;

Comparar a motilidade, o vigor e morfologia espermatica do sémen descongelado
incubado a 5 °C e 15 °C por até 48 horas;

Avaliar a longevidade espermatica pds-descongelamento;

Verificar a taxa de prenhez de vacas submetidas a IATF com sémen descongelado e

posteriormente refrigerado a 5 °C.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Avaliacao de sémen descongelado bovino

O processo de criopreservacdo impacta na qualidade espermatica devido a diversos
fatores envolvidos, como os crioprotetores utilizados e as curvas de resfriamento e
congelamento (Forero-Gonzalez et al., 2012). Os danos potenciais causados durante esse
processo afetam diretamente a capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides no sistema
reprodutor feminino (Bag et al., 2004). Para minimizar essas lesdes e otimizar o numero de
espermatozoides vidveis, a escolha adequada dos crioprotetores e a adogdo de protocolos
eficientes sdo fundamentais.

Meétodos de andlise laboratorial de sémen descongelado bovino ja foram estudados,
porém quando se trata de correlacdo entre os parametros espermaticos e os indices de fertilidade
in vivo, os dados ainda sdo varidveis (Freitas-Dell’ Aqua et al., 2013). Apesar dos avangos em
relacdo ao uso do glicerol como agente protetor para os espermatozoides, a viabilidade
espermatica ainda se mantém em torno de 50%, mesmo com as melhores técnicas de
criopreservacao (Watson, 1995; Ohashi, 2001). Isso refor¢ca a importancia de ndo se basear
apenas em um Unico fator bioquimico ou morfologico para avaliar a funcionalidade do
espermatozoide, como enfatizado por Melo e Henry (1999). A combinagdo de diversos fatores
¢ essencial para obter um diagndstico mais abrangente sobre a funcionalidade e integridade dos
espermatozoides.

A andlise laboratorial de sémen bovino congelado geralmente se baseia em técnicas de
microscopia de luz, considerando parametros como motilidade, vigor, concentragdo e
morfologia. No entanto, esses parametros tradicionais podem ser limitados para prever com
precisao o potencial fertilizante do sémen. Pesquisadores tém buscado associar testes estruturais
e funcionais para estimar a integridade das células espermaticas e sua alta correlagdo com as
taxas de prenhez (Januskauskas et al., 2001). Estudos como o de Siqueira et al. (2007) nao
encontraram correlagdo entre os testes complementares e motilidade pos-descongelamento com
a taxa de prenhez. Nenhum parametro considerado isoladamente serviu para avaliar a
capacidade fertilizante do sémen congelado/descongelado. Por outro lado, Phillips et al. (2004),
apos analises laboratoriais, isoladamente, obteve apenas correlagdo positiva entre morfologia
espermatica pos-descongelamento e taxa de concepgao apos inseminagao artificial. Além disso,
as melhores equagdes preditivas encontradas surgiram dos resultados associados a morfologia
espermatica, possibilitando a identificagdo de touros com maior ou menor potencial de

fertilidade.



Esses resultados destacam a necessidade de desenvolver testes complementares para a
avalia¢do seminal, como os testes de termoresisténcia (TTR), hipo-osmoético (HO) e de reagao
acrossomica. O teste de termoresisténcia envolve a incubacdo de amostras de sémen
descongeladas a 38 °C por 5h (teste lento) ou a 46 °C por 30 min (teste rapido) (CBRA, 2013).
O teste hiposmético ¢ utilizado para avaliar a viabilidade funcional da membrana plasmatica
do espermatozoide, que € importante para diversos eventos fisioldgicos durante a fertilizac3o.
Ja o teste de reacdo acrossOmica ¢ realizado quando a capacitacdo espermatica ¢ induzida
através de incubacao do s€émen com heparina, e em seguida, avaliada a taxa de espermatozoides
com reagao acrossomica (Steinholt et al., 1991).

De acordo com Henry e Neves (1998), o sémen bovino descongelado apresenta boa
qualidade quando, apos o teste de termoresisténcia, apresentar pelo menos 15% de motilidade
espermatica progressiva retilinea e escore 3, em escala de 1 a 5, de vigor espermatico. Dessa
forma, uma vez que os espermatozodides sdo células complexas, cujo papel na reproducgdo
depende da funcionalidade de diversos atributos, o maior entendimento da qualidade
espermatica em amostras seminais ¢ de grande importancia. Isso possibilita para que as
aplicagdes a campo possam externar o mais fiel possivel as expectativas que as avaliagdes in
vitro projetam, promovendo uma correlagdo positiva entre os indices de fertilidade in vivo e os

resultados dos testes laboratoriais.

3.2 Influéncia do processo de refrigeracio, congelamento e descongelamento na qualidade
do sémen

A utilizagdo de s€émen congelado de alta qualidade por meio da inseminagao artificial
(TA) ¢ uma biotécnica que oferece inumeras vantagens a produ¢ao animal, principalmente por
permitir a obten¢do de animais com alto mérito genético (Lima et al., 2010). O processo de
criopreservacao, que envolve a utilizacdo de crioprotetores especificos para armazenar as doses
de sémen em nitrogénio liquido a -196 °C por tempo indeterminado, compreende diferentes
etapas cruciais, incluindo as taxas de resfriamento e congelamento. Essas fases tém um impacto
significativo na qualidade do sémen descongelado, uma vez que os espermatozoides sdo
submetidos a diversos fatores estressantes, como redu¢do de temperatura, desidratagdo celular,
congelamento e descongelamento. Os crioprotetores, por sua vez, sao substincias que
fornecem, temporariamente, energia, protecao a reducao de temperatura e manuten¢ao do
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula. Eles t€ém o objetivo de reduzir os danos causados
as células durante o processo de congelamento. Além disso, diversas substincias foram

estudadas e aprovadas por serem bons crioprotetores (Purdy, 2006).



Visando minimizar as variagdes nas curvas de resfriamento e congelamento do sémen,
diversos estudos tém buscado aprimorar as técnicas de criopreservagao, empregando aparelhos
computadorizados projetados para esse fim. Esses dispositivos t€ém como objetivo principal
fornecer curvas de temperaturas programaveis e homogéneas (Gonzalez, 2004), evitando
choques térmicos nos espermatozoéides e padronizando partidas de s€émen mais homogéneas.
Embora essas unidades programaveis para criopreservacao de sémen sejam facilmente
adquiridas, seu custo ainda ¢ muito alto quando comparado as técnicas de criopreservagao mais
simples e menos onerosas utilizadas a campo. Nesse contexto, Rodello (2006) conduziu um
estudo comparativo entre diferentes métodos de resfriamento e congelamento, em comparagao
ao automatizado. Ao utilizar bolsas de dgua durante a refrigeracdo do sémen ovino em uma
geladeira, ele conseguiu atingir uma qualidade espermatica e uma taxa de queda de temperatura
de -0,5°C/min, semelhantes as conseguidas em sistema automatizado. Esse resultado demonstra
que ¢ possivel adotar um método vidvel de resfriamento e posterior congelamento de sémen
com recursos mais acessiveis.

Outro estudo foi conduzido com sistemas alternativos de refrigeracao de s€émen ovino,
incluindo o uso ou ndo de bolsas de agua em refrigeradores domésticos e balcdo com
temperatura controlada. Os pesquisadores investigaram os efeitos desses métodos sobre a
qualidade do sémen criopreservado e constataram que o uso de bolsas de 4agua durante a
refrigeragdo ¢ eficiente em controlar a queda de temperatura, alcangando taxas de resfriamento
de -0,4°C/min no refrigerador e -0,45°C/min no balcao (Lima et al., 2010). Em contraste, Dias
et al. (2018) compararam cinco métodos de resfriamento com dois métodos de congelamento e
analisaram a qualidade do sémen descongelado. Os resultados indicaram que os sistemas
programaveis foram mais eficientes para o resfriamento do sémen, especialmente quando
considerado o parametro de cinética espermatica in vitro apds o descongelamento. Por outro
lado, a pesquisa conduzida por Abud et al. (2014) concluiu que os sistemas de criopreservacao
de sémen bovinos automatizado e convencional proporcionaram a mesma eficiéncia na
protecao aos espermatozoides congelados quando utilizado diluentes tris-gema-glicerol. Com
isso, a escolha do método mais adequado depende do técnico responsavel e deve considerar a
realidade de cada propriedade.

Apesar do sémen congelado ser utilizado h4d anos na aplicacdo de tecnologias
reprodutivas, o congelamento de s€émen apresenta algumas desvantagens, inclusive pelo fato de
diminuir a fertilidade dos espermatozoides, principalmente quando os reprodutores sdo
intolerantes ao processo de criopreservagao com significativa queda na fertilidade espermatica

apos o processamento (Watson, 2000). Neste sentido, Vishwanath (2003) destaca que o sémen



refrigerado de bovinos oferece vantagens, como a otimizagao de touros com baixa resisténcia
ao congelamento do sémen, eliminag¢ao dos custos de estocagem e facilidade de manipulagao
na inseminagao artificial em comparagao com o s€émen congelado. A refrigeracao de s€émen tem
como objetivo reduzir o metabolismo espermatico, mantendo o potencial fertilizante e
prolongando a viabilidade dos espermatozoides (Batellier et al., 2001). Isso proporciona maior
flexibilidade no uso do sémen refrigerado em comparagdo ao s€men fresco (Vishwanath &
Shannon, 2000). A temperatura mais utilizada para refrigeracao de sémen sem congelar ¢ de 4
a 5°C (Silva et al., 2002).

Segundo Freitas-Dell’Aqua et al. (2013), o sémen refrigerado tem sido amplamente
utilizado em protocolos de IATF, podendo resultar em maiores taxas de concepcao quando
comparado ao sémen congelado, em virtude de sua maior viabilidade celular. No entanto,
durante o processo de resfriamento, especialmente nas transi¢des de temperatura entre 20 °C e
5 °C, a membrana plasmatica dos espermatozoides pode sofrer alteragdes estruturais
irreversiveis, caracterizadas por ruptura e perda da organizagdo de seus arranjos lipidicos
(Quinn et al., 1980). Esse fendmeno, descrito como a transi¢ao do estado liquido para o estado
cristalino (fase gel), ocorre tanto no resfriamento quanto no congelamento profundo, sendo
particularmente critico na criopreservacao, quando se associa a formacao de cristais de gelo
intra e extracelulares (Watson, 2000). Assim, ainda que o sémen refrigerado ofereca vantagens
praticas, o controle da velocidade e da faixa de temperatura de resfriamento ¢ fundamental para
minimizar danos estruturais e funcionais as células espermaticas.

Apesar dessa fase ser delicada, o sémen refrigerado ndo passa pelo processo de
congelamento e descongelamento, o que favorece a preservagdao da viabilidade celular e,
consequentemente, pode elevar a taxa de concepcao em relagdao ao sémen congelado do mesmo
touro. Estudos de campo reportaram ganhos médios de cerca de 10 al4 % na taxa de prenhez
quando compararam sémen refrigerado e congelado em protocolos de IATF (Crespilho et al.,
2012; Papa et al., 2015; Borges-Silva et al., 2016; Resende et al., 2018). Na pratica, a
programacao dos protocolos de sincronizagdo permite organizar a coleta € o uso do sémen
refrigerado em vacas previamente tratadas, viabilizando sua aplicagdo em sistemas comerciais.
Mais recentemente, Silva et al. (2020) mostrou que o sémen refrigerado a 5 °C por 24 ou 48 h,
em dois diluidores diferentes, manteve taxas de prenhez em torno de 49%, sem diferenca entre
os tratamentos. Revisdo técnica também aponta resultados consistentes em diferentes ragas,
embora ainda faltem analises sistematicas sobre custo-beneficio, escolha do diluidor,

padronizacdo de equipamentos e taxas de prenhez consolidadas em larga escala (Almeida et al.,



2023). Apesar da escassez de estudos abrangentes, as evidéncias disponiveis sao promissoras €
justificam a continuidade das investigacdes sobre o uso do sémen refrigerado na IATF.

As lesdes de membrana plasmatica ndo ocorrem apenas durante o congelamento, mas
também no descongelamento, etapa igualmente critica para a viabilidade espermatica. A répida
transicao térmica de -196 °C para 37 °C em cerca de 30 segundos pode causar rearranjos de
lipidios e proteinas da membrana, favorecendo perdas estruturais e aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (Watson, 1995; Holt, 2000; Zenteno et al., 2023). Essas alteracdes
impactam diretamente a motilidade e a integridade celular, tornando o momento do
descongelamento determinante para a funcionalidade espermatica. Estudos in vitro indicam
ainda que o congelamento-descongelamento compromete de forma mais acentuada a
capacidade de fertilizacao em touros de baixa fertilidade. No entanto, uma vez que a fecundagao
¢ alcangada, nao ha diferencas relevantes na competéncia dos embrides produzidos em relagao
aos de touros de alta fertilidade (Al Naib et al., 2011). Nesse contexto, compreender as
limitagdes do congelamento e do descongelamento abre espago para avaliar estratégias

complementares, como o uso de sémen refrigerado ou a refrigeragdo apos o descongelamento.

3.3 Uso de sémen descongelado-refrigerado em protocolos de IATF e suas implica¢des
logisticas em regides remotas

Antes de abordar diretamente o uso do sémen descongelado-refrigerado em protocolos
de TATF, ¢ importante destacar estudos que investigaram as limitagdes do espermatozoide
frente a diferentes manipulagdes apos o descongelamento. Hollinshead et al. (2004) observaram
que espermatozoides bovinos ndo toleram um segundo ciclo de congelamento e
descongelamento, mas mantém viabilidade apds sexagem seguida de congelamento e
descongelamento, quando incubados por 3 h a 37 °C. De forma semelhante, Underwood et al.
(2009) exploraram as caracteristicas in vitro de s€émen descongelado, sexado e submetido a
diferentes condigdes de incubagdo. Os espermatozoides mantidos a 15 °C preservaram
motilidade de aproximadamente 66% e integridade acrossomal/viabilidade em torno de 65%
por até 24 h. Mesmo apds reaquecimento por 6 h a 37 °C, niveis funcionais aceitaveis foram
mantidos. Em contrapartida, quando incubados continuamente a 37 °C, apresentaram rapida
queda de motilidade, integridade de membrana e atividade mitocondrial j4 a partir de 4 h. Em
trabalho complementar, Underwood et al. (2010a) verificaram que s€émen sexado e recongelado
manteve capacidade de fertilizagdo in vitro semelhante a de controles ndo sexados, sugerindo
preservacao parcial da competéncia funcional. Contudo, em ensaios in vivo, as taxas de prenhez

foram drasticamente reduzidas, variando de 4 a 14% contra 45 a 75% nos grupos controle, além



de elevadas perdas gestacionais (Underwood et al., 2010b, 2010c). Esses achados reforgcam que
manipulagdes adicionais pds-descongelamento, como recongelacdo, comprometem
severamente a fertilidade real, ainda que a funcionalidade seja mantida in vitro.

A refrigeragao do sémen tem sido proposta como alternativa operacionalmente mais
simples em [ATF, sobretudo em contextos nos quais o acesso a suprimentos criogénicos €
limitado. Isso refor¢a o potencial dessa estratégia como solugao pratica em condi¢des de campo.
(Borges-Silva et al., 2020). Em bovinos, estudos de campo com sémen refrigerado (sem
congelamento) mostram desempenho reprodutivo comparével e, em alguns casos, superior ao
do sémen congelado. Em bovinos de corte, protocolos de sincronizagdo com sémen refrigerado
resultaram em taxas de prenhez satisfatdrias, ainda que variaveis conforme o tipo de protocolo
hormonal e o touro utilizado (Bucher et al., 2009). Em um ensaio com 838 vacas Nelore
submetidas a IATF, o uso de s€émen refrigerado elevou a taxa de prenhez em aproximadamente
20% em relagdo ao s€émen congelado (59,9% vs. 49,4%; P<0,005) (Borges-Silva et al., 2016).
Em sistemas leiteiros, estudos reforcam que fatores como temperatura de armazenamento (22
a 5 °C), concentragdao espermatica por dose e tempo até¢ a insemina¢ao modulam a fertilidade
do sémen refrigerado (Murphy et al., 2015).

Embora a maior parte da literatura sobre sémen refrigerado envolva amostras ndo
congeladas, ha trabalhos relevantes sobre a manutencao do sémen apds o descongelamento.
Underwood et al. (2009) demonstraram que a incubagdo a 15 °C pode preservar motilidade e
integridade acrossomal por até 24 h, enquanto a 37 °C acelera as perdas funcionais. De forma
semelhante, Faria et al. (2022) verificaram que o armazenamento pés-descongelamento a 4 °C
preserva melhor motilidade, integridade de membrana e acrossomo por até 8 h, enquanto a 37
°C o declinio foi acentuado. Botta et al. (2019) acrescentaram que a incubagao entre 36 ¢ 39,5
°C por 4 h compromete severamente a motilidade e a integridade de membrana, com reflexo
negativo na fertilidade in vitro. De maneira geral, a literatura indica que temperaturas baixas (5
- 15 °C) apos o descongelamento podem ampliar a janela de uso do s€émen, embora os resultados
de campo ainda sejam limitados e heterogéneos.

Esse debate ganha relevancia em regides como a Amazonia, onde a logistica de uso do
nitrogénio liquido impde sérias restricdes. A dependéncia de cadeias frias especializadas,
associada as longas distancias, sazonalidade das cheias e dificuldade de transporte rodoviario,
torna o deslocamento frequentemente dependente de vias fluviais ou aéreas, elevando custos e
reduzindo a regularidade do abastecimento (Fernandes et al., 2021). Um levantamento da CNA
(2020) mostrou que o custo do nitrogénio liquido para inseminagao artificial no Amazonas foi

reduzido em 62,23% por meio de iniciativas setoriais, evidenciando que preco e disponibilidade
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sdo barreiras concretas a adogdo de biotécnicas reprodutivas na regido. Em paralelo, analises
nacionais destacam a expansao da IATF no Brasil, mas alertam que propriedades menores ainda
enfrentam restrigdes orgamentarias e operacionais, reforcando a necessidade de protocolos mais
acessiveis e custo-efetivos (Baruselli et al., 2019).

Em sintese, evidéncias in vitro sugerem que o sémen descongelado pode ser mantido
refrigerado em baixas temperaturas (5 a 15 °C) por periodos curtos sem prejuizo imediato da
funcionalidade, representando uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia do
nitrogénio liquido em regides remotas. No entanto, faltam ensaios de campo padronizados que
confirmem taxas de prenhez comparaveis as obtidas com sémen convencional, estratificando
fatores como touro, diluente, tempo de armazenamento e condi¢des logisticas reais. Essa lacuna
fundamenta a presente tese, que busca avaliar de forma sistemdtica o efeito de duas
temperaturas de refrigeragdo pos-descongelamento sobre a viabilidade espermatica e a

fertilidade in vivo, com aplicacdo pratica no contexto amazonico.
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CAPITULO II - LIPIDIOS NA REPRODUCAO DE TOUROS

Os resultados deste capitulo foram publicados na forma de artigo de revisdo sob o seguinte
referencial:
Beltrao, N.P.F., de Castro Ferraz Junior, M.V. Lipidios na reproducdo de touros. Tropical

Animal Health Production 55, 324 (2023). https://doi.org/10.1007/s11250-023-03720-2

5. MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa bibliografica no Portal de Periddicos da Capes e nas bases
de dados PubMed, Web of Science e Elsevier, abrangendo estudos publicados nos ultimos 15
anos, sem restricao quanto a referéncias conceituais. Para a sele¢do dos trabalhos, utilizaram-
se os seguintes termos de busca em inglés e portugués: polyunsaturated fatty acids, cattle,

cholesterol, phospholipids, semen quality e reproduction.
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6 RESULTADOS
6.1 Lipidios e suas classificacoes

Os lipidios sao moléculas organicas formadas por acidos graxos e alcoois, como 6leos
e gorduras. Eles constituem um grupo heterogéneo de compostos relacionados que apresentam
propriedades fisicas comuns, como a insolubilidade em agua, mas sdo soliveis em solventes
apolares, como éter, cloroformio, dleos, esteroides e ceras (Botham and Mayes 2014). Os
lipidios sdao encontrados principalmente nas folhas e sementes das plantas. Os tipos de lipidios
variam desde fosfolipidios e galactolipidios, presentes nas folhas, até triglicerideos, localizados
como substancia de reserva nas sementes. Além destes, ceras, carotendides, clorofila, algumas
vitaminas e outras substancias soluveis em éter também sdo encontradas nas plantas (Salman et
al. 2010). Eles estao presentes em quantidades que variam de cerca de 40% nos corpos animais
até 3,5% em plantas forrageiras, e de 18 a 40% em oleaginosas (Lana 2005; Palmquist and
Mattos 2006).

Os lipidios podem ser classificados em simples, complexos, precursores e derivados. Os
lipidios simples sao ésteres de acidos graxos com varios alcoois, como gorduras, 0leos e ceras.
Os lipidios complexos sdo ésteres de adcidos que contém outras substancias adicionais além de
acidos graxos e alcoois, como os fosfolipidios, que sdo lipidios contendo acidos graxos
associados a um residuo de acido fosforico e a um composto nitrogenado; glicolipidios
(glicosfingolipidios), que contém um acido graxo, esfingosina e um carboidrato. Outros lipidios
complexos, como sulfolipidios e aminolipidios, com as lipoproteinas também se enquadram
nesta categoria. Por fim, os lipidios precursores e derivados incluem acidos graxos, glicerol e
esterois, aldeidos graxos e corpos cetdnicos, hidrocarbonetos, vitaminas lipossoluveis e
hormonios (Botham and Mayes 2014).

Com relagdo a nutricdo animal, a principal classe de interesse sao os acidos graxos, que
representam cerca de 90% dos triglicerideos. Estes sdo a principal forma de armazenamento de
lipidios tanto em plantas quanto em animais. Os triglicerideos sao formados por uma molécula
de glicerol ligada a trés acidos graxos (Caetano et al. 2020). Os acidos graxos sao classificados
em trés grupos quanto a insaturacdo (ligagdes duplas), saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados. Os 4cidos graxos saturados ndo possuem ligagdes duplas em suas cadeias. Os
acidos graxos monoinsaturados possuem apenas uma insaturagdo, € os acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) possuem duas ou mais insaturagdes. Além disso, a configuracao dos acidos
graxos pode ocorrer em duas formas isoméricas na molécula, CIS e TRANS, que correspondem
a moléculas de acidos graxos que possuem a mesma composicdo quimica, mas diferem na

posicao dos atomos de H no plano horizontal da ligagcdo dupla. Quando estdo do mesmo lado,



18

sdo chamados CIS, ¢ se estiverem em lados opostos, sdo chamados TRANS (Medeiros et al.
2015).

O estado fisico de um lipidio a temperatura ambiente ¢ determinado pelo seu ponto de
fusdo, que ¢ influenciado pelo grau de saturacdo e pelo tamanho de sua cadeia carbdnica
(Kozloski 2017). O grau de insatura¢dao tem um efeito importante sobre a digestdo de lipidios
pelos animais, principalmente em ruminantes, nos quais a fermentacao de carboidratos fibrosos
no ramen ¢ influenciada pelo tipo e teor de lipidios (Caetano et al. 2020). Assim, enfatiza-se
que a classificacao dos lipidios, bem como sua aplicabilidade na nutricdo animal, j& esta bem
elucidada, mas € necessario investigar mais a fundo os efeitos do fornecimento de acidos graxos
em dietas animais que possam ter efeitos benéficos sobre a reprodugao.

Os lipidios desempenham papéis importantes no organismo animal, como serem uma
fonte eficiente de energia, atuarem como isolante térmico que permite a condu¢do nervosa e
previne a perda de calor, auxiliarem na absor¢ao de vitaminas, atuarem como camada protetora
para os tecidos € o corpo e serem um componente estrutural e funcional das biomembranas

(Motta 2009).

6.2 Digestio e absorc¢ao de lipidios em ruminantes

A alimentag¢do animal pode ser otimizada com o uso de lipidios, uma vez que esses
nutrientes aumentam a absorcao de vitaminas lipossoluveis, fornecem acidos graxos essenciais
para a membrana dos tecidos e atuam como precursores na regulacio do metabolismo. E
importante destacar que a extensdo, a insaturac¢do, a ramificagdo e a posi¢do geométrica das
ligagdes duplas dos acidos graxos influenciam suas caracteristicas quimicas e fungdes
biologicas (Andriguetto et al. 2002). Os ruminantes normalmente consomem uma dieta com
concentragdo de lipidios em torno de 3 a 4% com base na matéria seca, principalmente na forma
de triacilglicerol. No entanto, o excesso de lipidios pode ter efeitos negativos, inibindo a
fermentacdo ruminal e o crescimento microbiano devido a toxicidade dos acidos graxos
insaturados para os microrganismos do ramen.

O processo de biohidrogenagao dos acidos graxos ocorre no rimen e ¢ desencadeado
pelo excesso de lipidios na alimentacdo animal. Esse mecanismo ¢ realizado por bactérias
anaerdbias que convertem acidos graxos insaturados presentes nos alimentos em acidos graxos
saturados, por meio da adicdo de hidrogénio (Harfoot et al. 1997). Esse processo promove
mudancas significativas na composic¢do dos acidos graxos absorvidos pelo intestino e liberados
na corrente sanguinea dos animais (Jenkins et al. 2008). Além disso, a biohidrogenagdo dos

acidos graxos induz a producdo de 4acidos linoleicos conjugados (CLA), que possuem
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importantes propriedades funcionais. E relevante enfatizar que a biohidrogenagio dos 4cidos
graxos pode ser manipulada para melhorar a qualidade nutricional dos alimentos de origem
animal (Jenkins et al. 2008), além de seus efeitos sobre outras fungdes, como a reproducao, que
¢ um dos objetos de estudo.

Uma parte dos acidos graxos liberados no rimen pode ser absorvida pelas células
microbianas, mas a maior parte escapa com o digesta e passa para o abomaso e o intestino
delgado, onde ocorrem a digestao e a absor¢ao. Esses processos podem ser divididos em quatro
fases: emulsificacdo, hidrolise, formagao de micelas e absor¢ao. A emulsificagdo comecga no
abomaso, com o objetivo de reduzir as goticulas de lipidios por meio do aumento da
temperatura, da mistura e da agitacdo, facilitando a passagem para o intestino delgado. A
emulsificacdo ¢ completada pelos sais biliares, que solubilizam os lipidios em &gua, reduzindo
a tensao superficial e transformando a gordura em pequenas goticulas lipidicas. Isso facilita a
acdo da lipase pancredtica e da co-lipase, que hidrolisam os triacilglicerdis por agdo combinada.
A co-lipase adere as goticulas lipidicas, abrindo espaco para a agdo da lipase, que quebra a
ligagdo dos acidos graxos em cada extremidade da molécula de triacilglicerol. Esse processo
resulta em dois acidos graxos livres e um monoacilglicerol para cada molécula de triacilglicerol
hidrolisada (Palmquist and Mattos 2006).

Apos a hidrolise, formam-se micelas, pequenos aglomerados soliveis em agua de sais
biliares e lipidios. Essa associagdo facilita a passagem dos lipidios através da camada aquosa
estacionaria da membrana plasmatica dos enterocitos, permitindo a absor¢ao dos acidos graxos.
Durante esse processo, os elementos lipidicos difundem-se através do glicocalice até a
membrana apical por meio de proteinas ligadoras de 4cidos graxos (FABP). Monoacilglicerois,
colesterol e vitaminas lipossoliveis difundem-se pela membrana apical sem necessidade de
mediadores, j4 que a membrana apical ¢ composta principalmente por fosfolipidios. A partir
dai, todos os componentes da micela alcangcam os enterocitos, exceto os sais biliares. Apos esse
processo, os principais acidos graxos sdo novamente transformados em triacilglicerdis e
fosfolipidios, juntamente com colesterol e proteinas do reticulo endoplasmatico, formando
quilomicrons, que sdo transportados pelos capilares linfaticos até o figado para serem

metabolizados (Palmquist and Mattos 2006).

6.3 Influéncia dos acidos graxos poli-insaturados na qualidade espermatica
Os 4cidos graxos sdo fontes de energia e componentes fundamentais nas estruturas e
atividades celulares, além de desempenharem um papel crucial na regulacao das propriedades

e atividades das membranas celulares (Santos et al. 2008). Nos espermatozoides,
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especificamente, eles influenciam a permeabilidade e a fluidez da membrana plasmatica. As
alteracdes no comprimento, no grau de insaturacao e na posi¢ao das ligagdes duplas dos acidos
graxos resultam em efeitos significativos na qualidade espermatica. Os principais efeitos sdo a
mudanga na fluidez e permeabilidade da membrana, a influéncia sobre a motilidade e,
consequentemente, sobre a capacidade de fusdo com o 6vulo durante a fertilizagdo (Staples et
al. 1998).

Pesquisas mostraram que existe variacdo sazonal na composicao de acidos graxos e
colesterol no s€émen bovino e que isso esta relacionado a qualidade seminal. Por exemplo, em
um estudo conduzido por Argov-Argaman et al. (2013), fragdes de sémen foram analisadas em
duas estagdes do ano (verao e inverno), e variagdes em parametros fisiologicos e estruturais
foram encontradas, embora o volume e a densidade por ejaculacdo ndo tenham mostrado
diferencas entre os periodos. Amostras analisadas no inverno apresentaram maior motilidade,
motilidade progressiva e velocidade, enquanto no verdo observaram-se defeitos de cauda
caracterizados por altas concentracdes de acidos graxos saturados, baixas concentragdes de
PUFA e colesterol. Essa composi¢ao lipidica pode ser utilizada como um indicador de
qualidade seminal, uma vez que alteragdes induzidas pelo estresse ambiental na composicao
lipidica de um compartimento especifico podem comprometer a estrutura e, consequentemente,
a fungao dos espermatozoides.

Um ponto importante a ser destacado ¢ a fluidez da membrana plasmatica, que ¢ a
capacidade das moléculas se moverem. Stubbs e Smith (1984) demonstraram que os PUFA
desempenham um papel crucial no aumento da fluidez da membrana dos espermatozoides, mas
em niveis elevados aumentam a sensibilidade a peroxidacio lipidica. E importante observar que
os efeitos dos acidos graxos sobre a qualidade seminal podem variar de acordo com a fonte e o
tipo de acido graxo, bem como com o diluente utilizado. PUFA das familias 6mega-3 (n-3) e
omega-6 (n-6) sdo essenciais para a atividade reprodutiva, representando cerca de 30 a 50% da
quantidade total de acidos graxos na membrana dos espermatozoides de mamiferos. Eles
contribuem para a regulagdo da fluidez e da responsividade acrossomal, € 0 aumento da fluidez
reflete a capacidade da membrana de desempenhar suas fungdes, como facilitar o transporte de
moléculas e receber sinais das células. Com base nessas informacdes, pesquisas tém se
concentrado em melhorar a qualidade seminal por meio do fornecimento de PUFA nas dietas
animais e em diluentes seminais, a fim de reduzir danos as células espermaticas (Kiernan et al.
2013) e melhorar a composicao lipidica e a qualidade do sémen congelado (Towhidi and Parks

2012; Abavisani et al. 2013).
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Em um estudo com touros que receberam dietas suplementadas com 6leo de peixe, fonte
de PUFA (n-3), os animais apresentaram aumento no volume do sémen e na concentracao
espermatica em comparagao aos que receberam uma dieta sem 6leo de peixe. Além disso,
observou-se aumento na viabilidade, na motilidade progressiva e no perfil lipidico, sugerindo
uma melhora na qualidade in vitro do sémen fresco e descongelado devido ao aumento na
proporcao de PUFA nas dietas (Khoshvaght et al. 2016). Em contrapartida, o estudo de Rossi
et al. (2019) ndo encontrou diferencas significativas na concentragao espermatica, nos defeitos,
na qualidade e na fertilidade do sémen fresco entre touros suplementados ou ndo com gorduras
poli-insaturadas a longo prazo. No entanto, foi observada melhora na qualidade do sémen
descongelado nos parametros de velocidade média do trajeto pds-descongelamento,
termorresisténcia e velocidade retilinea. Finalmente, Gholami et al. (2010) verificaram melhora
na cinética espermatica do s€men fresco de touros suplementados com 6leo de peixe por 90
dias, mas ndo observaram melhora nesse parametro no s€émen descongelado.

Resultados superiores foram encontrados na qualidade do s€émen fresco e descongelado
de touros que receberam suplementagdo com 6leo de linhaga em comparagao ao 6leo de peixe,
provavelmente devido as diferentes fontes de n-3 (Moallem et al. 2015). No entanto, ¢
importante considerar alguns fatores antes de avaliar nutrientes especificos na qualidade
espermatica, como o nivel de incorporagdo desses nutrientes nos espermatozoides e o tempo
adequado para o ciclo da espermatogénese, de forma que a suplementacdo tenha efeito
consideravel em todas as etapas do desenvolvimento espermatico (Byrne et al. 2017).

O estudo de Bastos et al. (2021) avaliou os efeitos da suplementacdo prolongada com
PUFA e da adi¢ao de antioxidante em diluente seminal sobre a qualidade do s€men de touros
Nelore. Os resultados indicaram que a suplementacao nao melhorou a qualidade do sémen e
que a capacidade de fertilizagdo in vitro ndo foi afetada. Curiosamente, os pesquisadores
também identificaram que a dieta paterna afetou o conteudo lipidico intracitoplasmatico dos
embrides, sugerindo uma possivel implicagdo dos efeitos paternos sobre o estado metabolico
do embrido. Esse resultado ¢ importante porque destaca a relevancia de se considerar os efeitos
paternos na reproducdo animal e pode ter implicagdes no programa metabolico dos embrides.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender melhor os mecanismos envolvidos
na relacao entre a dieta paterna e o estado metabolico do embrido.

De modo geral, os estudos sugerem que a maioria dos PUFA encontrados no tecido
reprodutivo ¢ proveniente de graos da dieta, principalmente dos acidos linoleico e linolénico.
A dieta também pode alterar a composicao lipidica do sémen e, consequentemente, afetar a

qualidade espermatica. Byrne et al. (2017) investigaram o efeito da suplementacao de n-3 e n-
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6 PUFA sobre o s€émen de touros e observaram uma mudanga na composi¢ao lipidica, mas sem
diferen¢a na qualidade do sémen fresco ou descongelado. Khoshniat et al. (2020) verificaram
que a suplementagdo com dcidos graxos n-3 provenientes do oleo de linhaga aumentou
significativamente a motilidade, a integridade de membrana e os parametros de atividade, além
de reduzir as anormalidades no sémen descongelado, mas ndo teve efeito sobre a qualidade do

sémen fresco em touros Holandeses.

6.4 Efeitos das prostaglandinas na qualidade espermatica

As prostaglandinas sdo acidos graxos de 20 carbonos sintetizados na maioria dos tecidos
de mamiferos. Embora a concentracdo de prostaglandinas no sémen bovino seja geralmente
baixa em comparacao a outras espécies, mesmo pequenas quantidades podem ser absorvidas
pelo trato genital feminino, resultando em contrac¢des das paredes e facilitando o transporte dos
espermatozoides. A biossintese de prostaglandinas relacionadas a reprodugao ocorre a partir do
acido araquiddnico, que ¢ produzido pela quebra de fosfolipidios de membrana na célula
produtora pela enzima fosfolipase A2. Como resultado, o acido araquidonico de 20 carbonos ¢
liberado para atuar como precursor de eicosanoides, que podem ser transformados em
prostaglandinas por trés vias metabolicas: ciclooxigenase, lipooxigenase ou epoxigenase.

As prostaglandinas sdo derivadas de acidos graxos essenciais presentes na dieta de
bovinos, como o acido linoleico e o 4cido araquidonico. Estudos mostram que a suplementagao
com gorduras poli-insaturadas pode aumentar a concentra¢do desses acidos graxos na
membrana celular dos espermatozoides, estimulando a atividade da enzima ciclooxigenase
(COX) e a producao de prostaglandinas, principalmente prostaglandina E2 (PGE2) e
prostaglandina F2a (PGF2a). Essas prostaglandinas desempenham um papel importante na
regulacdo da motilidade espermatica, na capacitacdo e na fertilizacdo, além de modularem a
resposta imune no trato reprodutivo feminino. A presenca de 4cidos graxos insaturados na
membrana plasmatica ou no plasma seminal, principalmente da familia n-3, influencia o
metabolismo das células espermaticas. Outras familias de acidos graxos, n-6 e n-9, participam
da sintese de prostaglandinas (PGE1, PGEla, PGE2 e PGE2a) e de seus precursores acido
araquidonico e acido dihomo-gama-linolénico. Além disso, estudos anteriores mostraram que
a suplementagdo com acidos graxos pode melhorar a qualidade do s€émen em bovinos, como
concentragdo, motilidade e morfologia dos espermatozoides.

O estudo de Shalev et al. (1994) apontou a presenga da enzima ciclooxigenase na cabeca
e na peca intermediaria dos espermatozoides bovinos, sugerindo o envolvimento das

prostaglandinas no processo de maturagdo dos gametas e seu potencial impacto na capacidade
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de fertilizagdo. Em um estudo subsequente, Baptista et al. (2001) investigaram a influéncia da
inibicdo da sintese de prostaglandinas durante a fase inicial da capacitacdo espermatica,
utilizando indometacina suplementada in vitro ao s€émen bovino. Os resultados indicaram que
a auséncia de prostaglandinas compromete o processo de fertilizacdo, o desenvolvimento
embrionario e a qualidade. Além disso, um estudo recente conduzido por Jalmeria et al. (2018)
mostrou que a prostaglandina E tem efeito positivo sobre a morfologia espermatica, sendo
benéfica para a fertilidade do s€émen quando presente em niveis elevados.

O estudo de Abdussamad et al. (2016) teve como objetivo avaliar o impacto de
diferentes diluentes seminais e da inclusdo de prostaglandina F2a sobre as taxas de prenhez em
vacas. Os resultados indicaram que formulagdes especificas de diluentes, quando combinadas
com prostaglandina F2a, levaram a melhorias notaveis nos indices de prenhez (Abdussamad et
al. 2016). No entanto, a administragdo de F2a por injecdo intramuscular no momento da
inseminagdo ou por infusio intrauterina mostrou-se ineficaz (Gabriel et al. 2011). E importante
destacar que a agdo das prostaglandinas na reprodu¢do de touros, especialmente em relagdo ao
aumento da taxa de fertilizacdo e, consequentemente, da taxa de prenhez, ainda ¢ pouco

estudada e compreendida.

6.5 Efeito do acido linoleico conjugado (cla) na qualidade espermatica

O CLA ¢ um grupo de acidos graxos com 18 atomos de carbono que sdo isdmeros
posicionais e geométricos, com duplas ligacdes conjugadas (Funck et al. 2006). Apenas duas
combinagdes tém bioatividade comprovada, cis-9, trans-11 CLA e trans-10, cis-12 CLA
(Freitas et al. 2020). Trata-se de um acido graxo que atualmente vem sendo estudado por seus
efeitos benéficos a saude humana e € encontrado em alimentos de origem animal (Gouvéa et al.
2012). Ele se origina de duas formas: durante a biohidrogenacao ruminal do 4cido linoleico ou
pela sintese de gordura animal. A presenga de CLA em produtos derivados de ruminantes, como
carne ¢ leite, estd relacionada a biohidrogenacdo incompleta de &cidos graxos insaturados
presentes na dieta (Pereira et al. 2011). Durante esse processo, as bactérias presentes no rumen
desses animais convertem o 4cido linoleico em CLA. Os niveis de CLA s3o variados e
dependem da dieta dos animais e do processo de produgdo. Por exemplo, a concentragdo de
CLA cis-9 trans-11 C18:2 aumentou em 230% (0,46 vs 1,06 g/100 g) com a suplementacao de
oleo de soja na dieta de vacas leiteiras (Eifert et al. 2006).

A suplementac¢do dietética com uma ampla variedade de PUFA também pode alterar o
perfil lipidico do s€men e, consequentemente, alguns de seus parametros. O CLA, por sua vez,

pode ser incorporado aos fosfolipidios da membrana e influenciar seus efeitos bioldgicos.
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Karimi et al. (2017) avaliaram o uso potencial do CLA na qualidade seminal e destacaram a
importancia da composic¢do lipidica da membrana espermatica para as mudangas fisiologicas
que levam a fertilizacdo. Eles observaram que a suplementacdo de CLA na dieta de touros
Holandeses aumentou a propor¢do de espermatozoides com anormalidades no sémen fresco
com suplementacdo de CLA, bem como aumentou a propor¢do de espermatozoides poOs-
descongelamento com morfologia anormal na décima semana do ensaio em comparacdo ao
grupo controle, mas nao teve efeitos sobre o volume, a concentracao e a producao total de
sémen. Soares et al. (2013) verificaram que o uso de isdmeros de CLA em diferentes
concentragdes no diluente de espermatozoides bovinos ndo causou alteracdes na viabilidade e
na motilidade, mas afetou negativamente a fun¢do mitocondrial. Em contrapartida, efeitos
benéficos na qualidade seminal com a suplementagdo de CLA e sua inclusdo no diluente
seminal foram relatados. Esses efeitos incluem aumento da concentragcdo do ejaculado e maior
percentual de espermatozoides vivos apds o descongelamento, sugerindo um potencial do CLA
em mitigar os efeitos negativos do estresse térmico (Liman et al. 2021).

Diante dos limitados estudos sobre o impacto do CLA na qualidade seminal, a
suplementagdo desse composto na dieta ou no diluente seminal de bovinos ndo demonstrou
vantagens significativas no sémen fresco ou descongelado. Portanto, os dados disponiveis sobre
os parametros seminais com o uso de CLA sdo inconclusivos at¢ o momento, o que reforga a
necessidade de pesquisas adicionais para esclarecer seus reais efeitos. Medidas mais precisas
podem ser obtidas com estudos conduzidos durante as estagdes quente e fria, aumento do
periodo de suplementagdo para dois ou mais ciclos espermatogénicos e extensao do tempo de
amostragem para identificar com precisdo em qual estagio da espermatogénese o CLA exerce
sua fun¢do. Além disso, Liman et al. (2021) enfatizam que investigagdes mais detalhadas em
nivel molecular sdo necessarias para avaliar o efeito do CLA sobre o estado de capacitagao
espermatica, a integridade do DNA e a capacidade de fertilizacdo. Essas medidas sdo cruciais

para estabelecer conclusdes consistentes sobre o efeito do CLA na reprodugdo de touros.

6.6 Efeitos de diferentes fontes de acidos graxos poli-insaturados na qualidade
espermatica em bovinos: dados e resultados

Com o objetivo de fornecer uma visdo abrangente sobre as fontes de PUFA e sua relacdo
com a melhoria da qualidade espermatica, resumimos na Tabela 1 o efeito da ingestao de PUFA

na dieta, juntamente com seus respectivos resultados que foram apresentados nesta revisao.
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Tabela 1. Principais acidos graxos poli-insaturados utilizados na qualidade espermatica em

bovinos
Fonte Componente Referéncia Resultados
Khoshvaght Aumento do volume e concentracao
Oleo de peixe Omega-3 & espermatica, viabilidade e motilidade.

Oleo de soja
(gordura
protegida no
ramen)

Oleo de peixe

Oleo de
linhaca

Acido graxo
poli-
insaturado
protegido no
rimen

Oleo de peixe

Oleo de
linhaca

CLA
dietético

IsOmeros de
CLA

CLA
dietético

Acido linoleico
(6mega-6)

Omega-3

Omega-3

Acido linoleico
(6mega-6) e
acido linolénico
(6mega-3)

Omega-3 e
omega-6

Omega-3

CLA

CLA

CLA

et al. (2016)

Rossi et al.
(2019)

Gholami et
al. (2010)

Moallem et

al. (2015)

Bastos et al.
(2021)

Byrne et al.
(2017)

Khoshniat
et al. (2020)

Karimi et
al. (2017)

Soares et al.
(2013)

Liman et al.
(2021)

(Sémen fresco e descongelado)

Nao encontrou diferenca nos parametros
de qualidade espermatica, mas os autores
observaram  maior  velocidade e
termorresisténcia dos espermatozoides em
sémen fresco

Melhor cinética no sémen fresco e
nenhuma melhora no s€émen descongelado

Melhores resultados nos parametros
qualitativos no sémen fresco e
descongelado em comparagdo ao 6leo de
peixe

Reduziu a qualidade do sémen, mas sem
afetar a capacidade de fertilizagao

Houve alteragdo na composic¢ao lipidica
do sémen. Mas ndo houve melhora
significativa na qualidade dos pardmetros
de sémen fresco e descongelado

Aumento da motilidade, atividade de
membrana € menos anormalidades no
sémen descongelado

Menor quantidade de espermatozoides
anormais no sémen fresco e descongelado,
mas sem diferenca no  volume,
concentracgdo e producao total de sémen

Sem diferenca na motilidade e viabilidade,
mas houve disfun¢do mitocondrial quando
usado no diluente

Maior concentragdo no ejaculado e maior
sobrevivéncia dos espermatozoides apos o
descongelamento

6.7 Efeitos dos fosfolipidios e do colesterol na qualidade espermatica

Os fosfolipidios sdo moléculas complexas compostas por uma cabega hidrofilica e duas

cadeias de acidos graxos hidrofobicas. Essas cadeias sdo predominantemente poli-insaturadas,
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o que torna os fosfolipidios altamente suscetiveis a mudangas nas condigdes de temperatura.
Quando expostos a diminui¢do da temperatura, os fosfolipidios podem se organizar em uma
estrutura conhecida como micela invertida ou hexagonal II. Nessa condi¢do, as extremidades
hidrofobicas ficam voltadas para fora e as hidrofilicas para dentro, o que aumenta a
permeabilidade da membrana e permite a entrada de ions e pequenas moléculas, podendo
desestabilizar a membrana e causar danos irreparaveis (Khosrowbeygi e Zarghami 2007). Nos
espermatozoides de mamiferos, a membrana plasmatica ¢ composta, em média, por 70% de
fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e 5% de glicolipidios (Flesh e Gadella 2000). Segundo
Borges et al. (2011), os fosfolipidios sdo a principal fonte de substrato para a respiragdo
endogena nos espermatozoides, o que sugere que a organizagao desses lipidios na membrana ¢
crucial para a funcao celular adequada.

Estudos tém demonstrado que a integridade da membrana ¢ fundamental para a
capacitagdo espermatica e o processo de fertilizacdo (Gadella e Harrison 2002). Por exemplo,
a exposicao dos espermatozoides a condigdes de estresse, como altas temperaturas, pode levar
a uma alterag¢ao na organizacao dos fosfolipidios da membrana, o que compromete sua fungao
e pode levar a reducdo da qualidade seminal (Pinho et al. 2016). Portanto, compreender a
estrutura e a funcdo dos fosfolipidios na membrana espermatica é essencial para melhorar o
entendimento dos processos que regulam a fertilidade masculina. Além disso, a nutricao
também pode afetar a concentracdo de colesterol e fosfolipidios no touro, o que pode impactar
a qualidade seminal. Por exemplo, foi encontrado um aumento nas taxas de sobrevivéncia a
criopreservacao em bovinos pela adicdo de diferentes concentracdes de colesterol durante o
processo de criopreservagao (Purdy e Graham 2004). Outro estudo mostrou que uma dieta rica
em acidos graxos n-3 aumentou a concentragao de fosfolipidios na membrana espermatica em
touros, o que melhorou a qualidade seminal (Adewumi et al. 2019). Por outro lado, uma dieta
rica em gordura saturada pode induzir a um aumento na concentragdo de colesterol na
membrana espermatica, o que pode prejudicar a funcao espermadtica (Brouwer et al. 2015).

Outro ponto ¢ o nivel de fluidez da membrana, que depende da temperatura e da
proporcao entre acidos graxos saturados (colesterol) e insaturados (fosfolipidios) (Lehninger et
al. 2005). A perda de colesterol da membrana plasmatica de células criopreservadas pode causar
capacitagcdo prematura, reduzindo a viabilidade dos espermatozoides criopreservados no trato
reprodutivo feminino (Mocé et al. 2010). No entanto, ¢ importante observar que o colesterol
pode ser facilmente incorporado ou extraido das membranas plasmaticas das células usando
ciclodextrinas (Moore et al. 2005). As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos compostos

por seis (o-ciclodextrina), sete (P-ciclodextrina) ou oito (y-ciclodextrina) unidades de
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glicopiranose ligadas por ligagdes a-(1,4), cujas moléculas se caracterizam por possuirem uma
superficie externa hidrofilica e uma cavidade interna lipofilica (Banchero et al. 2013).

A composicao de fosfolipidios presente na membrana plasmatica dos espermatozoides
pode influenciar a sensibilidade ao choque térmico durante a criopreservagao. De acordo com
Parks e Lynchy (1992), uma maior propor¢cdo de fosfatidilcolina em relacdo a
fosfatidiletanolamina pode conferir maior resisténcia. Além disso, a atividade espermatica e sua
capacidade de motilidade sdo altamente dependentes da disponibilidade de energia. Embora a
frutose seja a principal fonte de energia para essa atividade (Scott e Dawson 1968), em situacdes
de auséncia de carboidratos soluveis oxidaveis, os fosfolipidios podem ser utilizados como
fonte de energia pelos espermatozoides. Isso porque a fosfatidilcolina, o principal fosfolipidio
presente na membrana espermatica, pode ser oxidada para produzir energia em condi¢des
anaerdbicas (Hartree ¢ Mann 1961). Segundo Lardy e Phillips (1941), na auséncia de
carboidratos, os espermatozoides bovinos obtém energia a partir da oxidagdo de fosfolipidios
intracelulares, o que explica a redu¢do no conteudo de fosfolipidios apos a incubacao aerdbica
(Dolatpanah et al. 2008).

A viabilidade e a motilidade espermatica sdo fatores criticos para o sucesso da
fertilizagdo. Esses processos dependem da integridade da bainha mitocondrial, cujos
fosfolipidios sdo os principais componentes. No entanto, a oxidagdo dos acidos graxos nesses
fosfolipidios por radicais livres de oxigénio pode danificar os espermatozoides e afetar sua
motilidade (Borges et al. 2011). O colesterol, um importante esteroide presente nas membranas
espermaticas, também desempenha um papel essencial na regulagdo da funcdo espermatica
(Scott 2000). Embora o s€men fresco apresente uma alta razao colesterol/fosfolipidios, durante
a capacitacdo espermatica, o colesterol migra da membrana para solubilizar proteinas e
receptores, enquanto os fosfolipidios se deslocam para dentro da membrana espermatica (Cross
1998). Isso resulta em uma diminuicdo da razdo colesterol/fosfolipidios, reduzindo a
viscosidade da membrana e expondo os fosfolipidios, o que estimula a reagdo acrossdmica.

A perda de colesterol comega logo apds a separagao dos espermatozoides do plasma
seminal, influenciada pela acdo de moléculas lipofilicas presentes no meio, como albumina e
lipoproteinas. A saida de colesterol promove um aumento no pH intracelular, possibilitando a
capacitacdo e, consequentemente, a reacao acrossomica (Borges et al. 2011). Portanto, ¢
importante manter um equilibrio adequado entre colesterol e fosfolipidios para garantir a fungao
espermatica normal e a fertilizagdo bem-sucedida. Em resumo, a capacitagdo espermatica ¢ um
processo fisiologico crucial para a fertilizagdo, tornando o espermatozoide capaz de realizar a

reagdo acrossomica (Gadella et al. 2008).
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Assim, a presenca de colesterol no plasma seminal de touros ¢ um parametro util na
avaliacdo da qualidade seminal (Beer-Ljubic” et al. 2009). Uma possivel estratégia para
melhorar a qualidade de doses baixas de s€émen bovino durante a criopreservacao € o uso de
ciclodextrina pré-carregada com colesterol, como mencionado anteriormente (Lone 2018).

O colesterol ¢ um esterol fundamental para as membranas celulares animais (Christie
1989) e possui um papel essencial na biossintese de testosterona pelas células de Leydig nos
tecidos intersticiais do testiculo. Nos animais machos, isso regula atividades reprodutivas como
a espermatogénese, caracteristicas sexuais secundarias e efeitos comportamentais e metabdlicos
(Tran et al. 2017). Estudos recentes de Johnson et al. (2019) demonstraram que a melhoria na
nutri¢do tem efeitos positivos na expressao de genes da biossintese de colesterol e na maturacao
das células de Sertoli em testiculos de touros bovinos. Esses resultados enfatizam a importancia
de uma nutri¢do adequada na regulagdo dos processos reprodutivos.

Para alcangar uma fertilidade satisfatoria em animais, € crucial considerar a estrutura e
a composicao do sémen, bem como os métodos usados para melhorar sua qualidade, como
fornecer ou enriquecer lipidios na dieta ou no diluente. No entanto, quando se trata de estimar
a fertilidade in vivo, um dos maiores desafios ¢ a baixa correlagao observada com a fertilidade
in vitro em varios parametros de qualidade seminal. Apesar dos avangos significativos na
avaliacdo da qualidade seminal, a previsdo da fertilidade espermatica em campo por meio de
parametros de qualidade in vitro ainda apresenta desafios consideraveis, como relatado por
Zhang et al. (1999) e confirmado por Sellem et al. (2015). Embora tenham sido encontradas

relacdes significativas entre motilidade e fertilidade (Sellem et al. 2015), estas foram baixas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A alimentagdo de touros com diferentes tipos de acidos graxos pode influenciar
positivamente parametros de qualidade seminal, como motilidade, viabilidade, concentragdo e
termorresisténcia. No entanto, os resultados variam de acordo com o tipo de acido graxo

utilizado, a forma de administracdo e sua qualidade.
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CAPITULO III - SEMEN BOVINO DESCONGELADO E REFRIGERADO MANTEM
A FERTILIDADE: UMA ESTRATEGIA PRATICA PARA INSEMINACAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO PARA REGIOES REMOTAS

Os resultados deste capitulo foram aceitos para publicagdo na forma de artigo cientifico sob o
seguinte referencial:

BELTRAO, Nelma Pinheiro Fragata; AZEVEDO, Leana Livramento de; SOUZA, Terezinha
Teixeira de; FERRAZ JUNIOR, Marcos Vinicius de Castro. Thawed-refrigerated bovine semen
maintains fertility: a practical strategy for fixed-time artificial insemination in remote regions.

Submetido a Revista Observatorio de la Economia Latinoamericana, Curitiba, 2024.

9. MATERIAL E METODOS
9.1 Local do Estudo e Comité de Etica

O estudo foi conduzido em duas fases. A primeira fase foi realizada em laboratorio no
Instituto de Ciéncias Sociais, Educagao ¢ Zootecnia (ICSEZ/UFAM), em Parintins, Amazonas,
Brasil (2°37'15"S; 56°44"28"W). A segunda fase foi conduzida em uma fazenda comercial
(2°25'00.8"S 57°06'40.9"W) localizada a 60 km por via fluvial de Parintins. O projeto foi
submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e aprovado sob o processo SEI n° 23105.044903/2022-43.

9.2 Ensaio 1 - Qualidade Espermatica

12 Palhetas de sémen bovino comercialmente congelado, provenientes de uma mesma
partida de dois touros diferentes, foram submetidas a diferentes temperaturas de incubagao apos
o descongelamento. O sémen foi avaliado em dois tratamentos, definidos pela temperatura de
incubacgdo apds o descongelamento: 5 °C (SD5) e 15 °C (SD15). As palhetas de sémen foram
analisadas em sete tempos pds-descongelamento: 0, 2, 6, 10, 24, 36 e 48 horas. Cada tratamento
incluiu seis repeti¢des por tempo de avaliagdo, totalizando 84 repeticdes. Para analise, as
palhetas foram descongeladas em agua morna a 37 °C por 30 segundos e, em seguida,
transferidas para tubos Eppendorf previamente aquecidos a 37 °C e incubadas a 5+ 1 °C e 15
+ 1 °C. A refrigeracao foi realizada em caixas térmicas de isopor de 17 L, com dimensoes
internas de 28,6 cm % 19,9 cm X 32,1 cm e dimensoes externas de 33,4 cm x 24,1 cm x 36,7

cm. Dentro de cada caixa, foram colocados 500 mL de dgua a 37 °C em recipientes plasticos,
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juntamente com placas de gelo reutilizaveis e termdmetros para monitorar € manter as
temperaturas desejadas.

Para atingir e manter 15 £ 1 °C, utilizou-se uma tnica placa de gelo reutilizavel. Para 5
+ 1 °C, uma placa de gelo foi adicionada no inicio da incubagdo e outra apds quatro horas,
garantindo taxa de resfriamento de - 0,3 °C/min em ambos os tratamentos. As placas de gelo
foram periodicamente substituidas para manter a estabilidade térmica por todo o periodo
experimental. Cada placa tinha volume de 700 mL de gel, medindo 27,5 cm X 15 cm % 2,3 cm,
e eram previamente congeladas a -20 °C por pelo menos 22 horas antes do uso. As amostras de
sémen foram avaliadas quanto a motilidade progressiva, vigor e morfologia espermatica. A
motilidade progressiva (0 - 100%) e o vigor (0 - 5) foram avaliados por microscopia Optica
(400x), analisando uma gota de 10 pL de s€émen entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C.
A andlise morfologica foi realizada por meio de esfregacos, conforme as orientacdes do Manual
para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal (CBRA, 2013). Os esfregacos foram
corados com azul de metileno, e 200 cé¢lulas por amostra foram classificadas como normais ou

com alteragdes morfologicas na cabega, peca intermediaria ou cauda.

9.3 Ensaio 2 - Teste de Longevidade Espermatica

A longevidade espermatica foi avaliada por meio do teste de Termorresisténcia Lento
(CBRA, 2013). Seis palhetas de s€émen (0,25 mL), previamente descongeladas a 37 °C por 30
segundos, foram incubadas em banho-maria a 38 °C por 5 horas. A motilidade retilinea

progressiva e o vigor foram avaliados no inicio e no final do teste por microscopia optica (400x).

9.4 Ensaio 3 — Taxa de Prenhez

Com base nos resultados da avaliagdo da qualidade espermatica e considerando fator
operacional e logistico, a temperatura de 5 £ 1 °C foi escolhida para o teste de fertilidade in
vivo. O estudo foi realizado com 100 vacas submetidas a protocolo de IATF. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois tratamentos experimentais. No tratamento com sémen
descongelado-refrigerado (SD; n = 50), as vacas foram inseminadas com sémen comercial que
foram previamente descongelados e, em seguida, refrigerados -0,3 °C/mina 5+ 1 °C por 10 £
1 h. Antes da IA esse sémen era aquecido a 37°C por 30 segundos. No grupo controle, s€men
convencional (SC; n = 50), as vacas foram inseminadas com s€émen descongelado a 37 °C por
30 segundos imediatamente antes da IA. Todas as palhetas utilizadas no experimento
pertenciam a uma Unica partida de um tnico touro, garantindo uniformidade do material

genético.
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Cada protocolo de sincroniza¢ao da ovulacdo iniciou-se no Dia 0 (D0) com a inser¢ao
de um dispositivo intravaginal liberador de progesterona contendo 2 g do hormonio, associado
a aplicacdo intramuscular (IM) de 2 mg de Benzoato de estradiol. No Dia 7 (D7), o implante de
progesterona era removido, e as vacas recebiam injecdes IM de 0,5 mg de Cloprostenol, 0,6 mg
de Cipionato de estradiol e 300 UI de Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) para indugdo da
ovulacdo. No Dia 9 (D9), 55 horas apos a remoc¢ao da progesterona, as vacas eram inseminadas
(Santos et al., 2018). Antes da IA, era realizada ultrassonografia transretal para mensuracao do
diametro do foliculo dominante, e a inseminacdo era conduzida seguindo os respectivos
tratamentos. O diagnostico de gestagdo era realizado 30 dias ap6s a IATF por ultrassonografia.
Os principais parametros reprodutivos avaliados foram o diametro folicular no momento da IA

¢ a taxa de prenhez.

9.5 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O Ensaio 1 foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, utilizando o touro como
efeito de bloco. O Ensaio 3 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e 50 repetigdes (vacas) por tratamento. Os dados das varidveis continuas foram
previamente avaliados quanto a normalidade (Shapiro—Wilk) e homogeneidade de variancias
(Welch) antes da ANOVA. As varidveis continuas foram analisadas por andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o procedimento MIXED do software SAS 9.3. Motilidade e vigor
espermatico foram analisados como medidas repetidas (efeito de tempo), sendo testadas
diversas matrizes de covariancia, definindo-se a matriz de simetria composta (compound
symmetry) conforme o menor valor do Critério de Informagao de Akaike (AIC). A aproximacao
de Kenward—Roger foi utilizada para determinar os graus de liberdade do denominador
empregados no teste dos efeitos fixos. A taxa de prenhez foi analisada por ANOVA utilizando
o procedimento GLIMIX com a op¢do binomial no SAS 9.3. A significancia estatistica foi
considerada para P < 0,05. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo procedimento
Least Squares Means (LSMEANS), com comparagdes pareadas realizadas por meio da opcao

PDIFF = ALL.
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10. RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) na motilidade, vigor ou morfologia
espermatica entre as temperaturas de incubagdo de 5 °C e 15 °C. Também nao foi observado
efeito de interacao (P > 0,05) entre temperatura ¢ tempo de incubagdo para nenhuma das
variaveis analisadas. Entretanto, a motilidade espermatica apresentou reducdo progressiva ao
longo do tempo de incubacdo (P < 0,0001), passando de 63,67% no tempo O h para 12,17%
apo6s 48 h de incubacao (Fig. 1). O vigor seguiu a mesma tendéncia, com declinio significativo
(P <0,0001) de 4,41 no tempo 0 h para 0,92 ap6s 48 h (Fig. 1). Em relagcdo a morfologia, o
tempo de incubagdo influenciou as alteragdes de cauda (P = 0,036). A 5 °C, os valores variaram

entre 4,6 ¢ 7,17% de 0 a 48 h, enquanto a 15 °C oscilaram entre 6 e 6,5% no mesmo intervalo.
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Figura 1. Motilidade Progressiva (A) e Vigor Espermatico (B) de sémen bovino descongelado
e refrigerado as temperaturas (T) de 5 °C e 15 °C por até 48 horas.
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Os dados do teste de termorresisténcia ndo mostraram diferencas significativas na
motilidade progressiva entre os tempos avaliados (P = 0,0728), nem no vigor espermatico (P =

0,1556) (Fig. 2).
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Figura 2. Teste de Termorresisténcia Lento (38 °C por 5 h) sobre a motilidade progressiva (A)
e o vigor espermatico (B) de sémen bovino descongelado.

As taxas de prenhez ndo foram afetadas pelos tratamentos (P = 0,8760). De maneira
semelhante, ndo foram observadas diferencas significativas no diametro folicular entre os
grupos experimentais (P =0,8231) (Fig. 3). O tempo médio entre o descongelamento da palheta
de sémen ¢ a inseminacao artificial (IA) foi de aproximadamente 10 £+ 1 h (variando de 8,5 a 12

h, desde o descongelamento até a [A).
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Figura 3. Tamanho do Foliculo e Taxa de Prenhez de vacas inseminadas com sémen
convencional e com sémen descongelado-refrigerado a 5 °C
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11. DISCUSSAO

A motilidade espermatica apresentou declinio progressivo ao longo do tempo,
independente da temperatura de incubagdo. Essa reducdo era esperada devido ao desgaste
fisioloégico natural do espermatozoide apds o descongelamento, alheio as condigdes de
armazenamento. Uma vez descongeladas, as células espermaticas consomem nutrientes,
acumulam subprodutos metabdlicos e sofrem estresse oxidativo e osmotico, resultando em
perda gradual de motilidade (Talini et al., 2019). A auséncia de efeito da temperatura reforga a
hipotese de que a degeneragao espermatica € inevitavel apos o descongelamento, sendo mais
influenciada pelo tempo de exposi¢do do que pela temperatura em si (Alm-Kristiansen, 2023).
Além disso, a auséncia de interagdo entre temperatura e tempo indica que o declinio da
motilidade seguiu padrao semelhante nos grupos de incubacao a 5 °C e 15 °C. Com base nesses
resultados, optou-se por 5 °C para os testes de campo, por ser considerada uma temperatura
mais segura para retardar a deterioragdo espermatica ao longo do tempo.

O mesmo padrao foi observado para o vigor espermatico, que também apresentou
redugdo progressiva com o aumento do tempo de incubacao. Estatisticamente, os valores de
motilidade e vigor permaneceram comparaveis aos 10 e 24 h. Considerando que o sémen bovino
poés-descongelamento deve apresentar motilidade progressiva minima de 30% e vigor > 3 para
assegurar a fertilizagdo (CBRA, 2013), ambos os periodos preservaram a viabilidade do sémen
descongelado-refrigerado sem comprometer a fertilidade. Entretanto, manter temperaturas
estaveis em caixas térmicas por longos periodos pode ser desafiador, especialmente quando se
utilizam placas de gelo reutilizaveis. Portanto, um periodo de armazenamento de 10 h mostrou-
se a opcao mais viavel para garantir a estabilidade do sémen durante o manuseio e transporte.
Esses achados sdo essenciais para determinar a janela ideal de uso do s€émen descongelado-
refrigerado, proporcionando maior flexibilidade na insemina¢do sem comprometer a eficiéncia
reprodutiva.

A andlise de morfologia espermatica indicou que a temperatura de incubagdo nao
influenciou significativamente a integridade estrutural dos espermatozoides. Contudo,
verificou-se aumento das alteracdes de cauda ao longo do tempo (P = 0,036), o que pode estar
relacionado a maior fragilidade do flagelo apds o descongelamento, tornando-o mais suscetivel
a danos osmoticos e a lesdes decorrentes da criopreservacao (Watson, 2000; Holt, 2000; Min
et al., 2024). Apesar disso, a propor¢ao de espermatozoides morfologicamente normais
manteve-se elevada, sempre acima de 88%, indicando que a magnitude dessas alteragdes foi

pequena e ndo comprometeu a qualidade global do s€émen para uso em inseminagao artificial.
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Os resultados do teste de termorresisténcia lento mostraram auséncia de diferencas
significativas na motilidade ou vigor espermatico ao longo dos tempos observados. Isso sugere
que a incubagdo em condicdes fisioldgicas, simulando o trato reprodutivo feminino, ndo alterou
a funcionalidade espermatica em condicdes laboratoriais. Esses dados reforgam que o sémen
utilizado no presente estudo apresentou alta qualidade laboratorial, o que ¢ particularmente
relevante para a aplicacdo pratica do sémen descongelado-refrigerado na IATF, pois as células
espermaticas mantiveram sua capacidade funcional durante todo o periodo avaliado. Assim,
garante-se que os espermatozoides possam permanecer moéveis por tempo suficiente para
alcangar o odcito e completar a fertilizagcdo. Para sémen bovino com potencial fértil adequado,
espera-se motilidade minima de 15% apds o descongelamento (CBRA, 2013), e, neste estudo,
a motilidade manteve-se dentro da faixa aceitavel para viabilidade reprodutiva apds o teste.

O principal achado deste estudo foi a viabilidade do uso de s€émen descongelado e
refrigerado por véarias horas sem comprometer a fertilidade na IA. Esses resultados sustentam
a hipotese de que a refrigeracao do sémen apos o descongelamento pode ser uma alternativa
pratica para reduzir a dependéncia do nitrogénio liquido no manejo reprodutivo, quando
necessaria. As taxas de prenhez estaveis endossam essa abordagem, demonstrando que ela nao
afeta a eficiéncia da IATF, ao mesmo tempo que oferece maior flexibilidade logistica e redugao
de custos operacionais, especialmente em regides remotas. As taxas de prenhez das vacas
inseminadas com sémen convencional e com sémen descongelado-refrigerado foram
semelhantes, 47% e 56%, respectivamente, confirmando que a refrigeragdo apos o
descongelamento nao impacta negativamente a fertilidade do s€émen em condi¢des de campo.
Além disso, a auséncia de efeitos significativos sobre o didmetro folicular sugere que ndo houve
diferencas fisiologicas entre os grupos. Ambos os grupos de vacas apresentavam boas
condig¢des reprodutivas. No entanto, a literatura descreve de forma consistente que o tamanho
do foliculo ovulatério exerce influéncia direta sobre a fertilidade, sendo esta negativamente
afetada quando o didmetro folicular € inferior a 10 mm (Perry et al., 2005, 2007; Ferraz Junior

et al., 2016; Santos et al., 2018).
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12. CONCLUSAO

Esses resultados confirmam que o sémen descongelado e refrigerado pode ser utilizado
por até¢ 10 horas sem comprometer a fertilidade na inseminagdo artificial em tempo fixo. A
motilidade e o vigor espermdtico diminuiram ao longo do tempo, mas permaneceram dentro
dos limites aceitaveis por até 24 horas. O teste de longevidade mostrou que a incubagdo em
condi¢des fisioldgicas semelhantes as das vacas ndo afetou a funcionalidade espermatica. As
taxas de prenhez permaneceram estaveis, demonstrando seu potencial para reduzir a

dependéncia do nitrogénio liquido € mantendo a eficiéncia reprodutiva.



45

13. REFERENCIAS

ALM-KRISTIANSEN, A. H. Motility subpopulations with distinct motility characteristics
using swim-up-selected sperm cells from Norwegian Red bulls: effects of freezing—thawing
and between-bull variation. Biology, V. 12, p. 1086, 2023.
https://doi.org/10.3390/biology 12081086

COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL (CBRA). Manual para exame
andrologico e avalia¢do de sémen animal. 3. ed. Belo Horizonte: CBRA, 2013. 104 p.

FERRAZ JUNIOR, M. V. C.; PIRES, A. V.; BIEHL, M. V.; SANTOS, M. H.; BARROSO, J.
P.R.; GONCALVES, J. R. S.; SARTORI, R.; DAY, M. L. Comparison of two timed artificial
insemination system schemes to synchronize estrus and ovulation in Nellore -cattle.
Theriogenology, V. 86, p. 1939-1943, 2016.
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.06.012

HOLT, W. V. Basic aspects of frozen storage of semen. Animal Reproduction Science, v. 62,
n. 1-3, p. 3-22, 2000. https://doi.org/10.1016/S0378-4320(00)00152-4

MIN, C.-G.; MA, X.; WANG, Y.-C.; ZHONG, C.-K.; YUAN, C.-S.; ZHANG, K.-Y.; ZHAN,
C.-L.; HOU, S.-K.; WANG, X.-H.; WANG, J.; FANG, Y.; LIU, H.-Y.; DING, H.; GUO, J;
LU, W.-F. The effects of repeated freezing and thawing on bovine sperm morphometry and
function. Cryobiology, v. 115, p. 104892, 2024. https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2024.104892

PERRY, G. A.; SMITH, M. F.; LUCY, M. C.; GREEN, J. A.; PARKS, T. E.; MACNEIL, M.
D.; GEARY, T. W. Relationship between follicle size at insemination and pregnancy success.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 102, p.
5268-5273, 2005. http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0501700102

PERRY, G. A.; SMITH, M. F.; ROBERTS, A. J.; MACNEIL, M. D.; GEARY, T. W.
Relationship between size of the ovulatory follicle and pregnancy success in beef heifers.
Journal of Animal Science, v. 85, p. 684—689, 2007. https://doi.org/10.2527/jas.2006-519

SANTOS, M. H.; FERRAZ JUNIOR, M. V. C.; POLIZEL, D. M.; BARROSO, J. P. R;
MISZURA, A. A.; MARTINS, A. S.; BERTOLONI, A. V.; OLIVEIRA, G. B.; PIRES, A. V.
Decreasing from 9 to 7 days the permanence of progesterone inserts make possible their use up
to 5 folds in suckled Nellore cows. Theriogenology, v. 111, p. 56-61, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2018.01.017

TALINI, R.; KOZICKI, L. E.; GAIEVSKI, F. R.; POLO, G.; LIMA, L. G. F.; SANTIAGO, J.;
SEGUI, M. S.; WEISS, R. R.; GALAN, T. G. B. Bovine semen thermoresistance tests and their
correlation with pregnancy rates after fixed-time artificial insemination. Arquivo Brasileiro de
Medicina  Veterinaria e  Zootecnia, v. 71, n. 6, p. 2085-2092, 2019.
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-10994

WATSON, P. F. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Animal
Reproduction Science, v. 60-61, p. 481-492, 2000. https://doi.org/10.1016/S0378-
4320(00)00099-3



	1790bc72bf21b9432202b7a8822a741e0ddd36e1c518213ac4eef4851291c431.pdf
	6ec89d8e058d76e73a75dbaf770cf3bd909cff5ef5dad84eb360d82192a6be21.pdf
	1790bc72bf21b9432202b7a8822a741e0ddd36e1c518213ac4eef4851291c431.pdf

