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RESUMO 

Esta tese teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso de sêmen bovino descongelado e 

posteriormente refrigerado em diferentes temperaturas, visando sua aplicação em protocolos de 

inseminação artificial em tempo fixo (IATF) em regiões remotas da Amazônia. No Capítulo II, 

foi conduzida uma revisão de literatura sobre os lipídios na reprodução de touros, ressaltando a 

função dos ácidos graxos poli-insaturados, colesterol e fosfolipídios na fluidez e integridade 

das membranas espermáticas, na motilidade e na resistência ao estresse oxidativo. Essa revisão 

evidenciou que a composição lipídica do sêmen é um determinante-chave da fertilidade. A 

alimentação de touros com diferentes tipos de ácidos graxos pode influenciar positivamente os 

parâmetros de qualidade do sêmen, no entanto, os resultados variam de acordo com o tipo de 

ácido graxo utilizado, a forma de administração e sua qualidade. No Capítulo III foi avaliado a 

viabilidade do sêmen bovino comercial descongelado e mantido em refrigeração a 5 °C ou 15 

°C. Foram analisadas motilidade, vigor e morfologia espermática ao longo de 48 h de 

incubação, além da longevidade determinada por teste de termorresistência lento a 38 °C por 5 

h. Em campo, 100 vacas foram inseminadas com doses mantidas a 5 °C por 10 h ou com sêmen 

congelado convencional. Os resultados laboratoriais indicaram redução progressiva da 

motilidade e do vigor ao longo do tempo (P < 0,0001), embora dentro de limites aceitáveis para 

uso em inseminação artificial (IA). Não foram observadas diferenças significativas entre 5 °C 

e 15 °C (P = 0,9927). Nos ensaios de campo, as taxas de prenhez também não diferiram entre 

os grupos (P = 0,8760). Dessa forma, a refrigeração pós-descongelamento entre 5 °C e 15 °C 

preserva a qualidade espermática por tempo suficiente para utilização em IATF, sem prejuízo 

da fertilidade. Essa abordagem representa alternativa custo-efetiva e logisticamente viável para 

sistemas de produção com acesso limitado à infraestrutura criogênica. Ao integrar fundamentos 

bioquímicos da fisiologia espermática com soluções aplicadas à pecuária tropical, esta tese 

contribui para o avanço científico e para a melhoria da eficiência produtiva em regiões de 

relevância estratégica para a segurança alimentar e o desenvolvimento sustentável. 

Palavras-chave: Amazônia; Membrana plasmática; Nitrogênio líquido; Qualidade 

espermática; 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 (AI). 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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CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO, OBJETIVOS E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. INTRODUÇÃO 

A eficiência reprodutiva é 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 eficiência é modulada por múltiplos fatores, entre os quais se 

destacam a qualidade do sêmen, o estado fisiológico das fêmeas e as condições de manejo 

reprodutivo, elementos que influenciam diretamente as taxas de concepção, o intervalo entre 

partos e o avanço genético do rebanho (Hernández et al., 2012; Diskin e Kenny, 2016; Tran et 

al., 2017). 

Do ponto de vista biológico, a composição lipídica dos espermatozoides exerce papel 

fundamental na integridade da membrana plasmática, na motilidade, na resistência ao estresse 

oxidativo e na fertilização (Argov-Argaman et al., 2013). Esse tema é aprofundado no Capítulo 

II, por meio de revisão de literatura sobre lipídios na reprodução de touros, a qual evidencia o 

papel dos ácidos graxos poli-insaturados, do colesterol e dos fosfolipídios na funcionalidade 

espermática e mostra que a composição lipídica do sêmen é um determinante da fertilidade. 

Também aponta que a suplementação com diferentes fontes de ácidos graxos pode alterar 

parâmetros espermáticos, com resultados dependentes do tipo de ácido graxo, da via de 

administração e de sua qualidade (Beltrão e Ferraz Junior, 2023). Esses fundamentos 

bioquímicos se articulam, na prática, com o estado fisiológico das fêmeas e com o manejo 

reprodutivo, compondo um quadro multifatorial da eficiência reprodutiva. 

Nesse contexto, a inseminação artificial em tempo fixo (IATF) destaca-se como uma 

das principais biotécnicas para intensificação reprodutiva e disseminação genética em bovinos. 

Ao eliminar a necessidade de detecção de estro e sincronizar a ovulação, a IATF promove 

ganhos expressivos de eficiência e contribui para o melhoramento genético em larga escala 

(Ferraz Junior et al., 2016). O avanço e a consolidação dessa técnica no Brasil são evidentes. 

Em 2018, estimou-se que mais de 13 milhões de vacas foram inseminadas por IATF no Brasil, 

correspondendo a 86% de todas as inseminações realizadas, com impacto econômico superior 

a R$ 3,5 bilhões (Baruselli et al., 2019). Apesar desse crescimento, a adoção técnica por 

pequenos e médios produtores ainda enfrenta entraves de custos operacionais e limitações 

logísticas. 

O uso de sêmen criopreservado em nitrogênio líquido (-196 ºC) é a prática padrão para 

a IATF, mas a dependência desse insumo impõe barreiras em regiões com infraestrutura 

precária. No interior da Amazônia, por exemplo, a escassez de estradas, a sazonalidade das 
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cheias e as longas distâncias tornam o transporte de nitrogênio líquido oneroso e logisticamente 

complexo. Além disso, a evaporação acelerada em climas quentes eleva a frequência de 

reabastecimento, aumentando custos e limitando o acesso regular de pequenos e médios 

produtores à biotecnologia (CNA, 2020; Fernandes et al., 2021). 

Diante disso, alternativas mais simples e custo-efetivas de manejo seminal ganham 

relevância. A refrigeração do sêmen, em substituição ao armazenamento contínuo em 

nitrogênio líquido, surge como estratégia operacionalmente viável, com estudos reportando 

taxas de fertilidade in vitro comparáveis às obtidas com sêmen congelado em protocolos de 

IATF. Evidências recentes sugerem que manter o sêmen descongelado em baixas temperaturas 

preserva parâmetros funcionais por curtos períodos, podendo ampliar a janela temporal de 

utilização do sêmen, ao passo que temperaturas fisiológicas aceleram perdas espermáticas. 

(Underwood et al., 2009, 2010a; Faria et al., 2022). Apesar do potencial, faltam ensaios de 

campo que avaliem a fertilidade real do sêmen descongelado-refrigerado sob condições 

práticas, principalmente em áreas com limitações logísticas, como o interior da Amazônia. 

Dessa forma, esta tese buscou avançar no conhecimento sobre o manejo pós-

descongelamento e investigar a refrigeração como alternativa prática para reduzir a 

dependência do nitrogênio líquido, ampliando a aplicabilidade da IATF em sistemas de 

produção localizados em regiões remotas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1Objetivo Geral 

Avaliar a viabilidade do uso de sêmen bovino descongelado submetido à refrigeração 

em diferentes temperaturas, visando sua aplicação em protocolos de inseminação artificial em 

tempo fixo. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Realizar revisão bibliográfica sobre o papel dos lipídios na qualidade espermática, sua 

relação com criopreservação e estratégias de suplementação nutricional; 

• Comparar a motilidade, o vigor e morfologia espermática do sêmen descongelado 

incubado a 5 ºC e 15 ºC por até 48 horas; 

• Avaliar a longevidade espermática pós-descongelamento; 

• Verificar a taxa de prenhez de vacas submetidas à IATF com sêmen descongelado e 

posteriormente refrigerado a 5 ºC. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Avaliação de sêmen descongelado bovino 

O processo de criopreservação impacta na qualidade espermática 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 sobrevivência dos espermatozoides no sistema 

reprodutor feminino (Bag et al., 2004). Para minimizar essas lesões e otimizar o número de 

espermatozoides viáveis, a escolha adequada dos crioprotetores e a adoção de protocolos 

eficientes são fundamentais. 

Métodos de análise laboratorial de sêmen descongelado bovino já foram estudados, 

porém quando se trata de correlação entre os parâmetros espermáticos e os índices de fertilidade 

in vivo, os dados ainda são variáveis (Freitas-Dell’Aqua et al., 2013). Apesar dos avanços em 

relação ao uso do glicerol como agente protetor para os espermatozóides, a viabilidade 

espermática ainda se mantém em torno de 50%, mesmo com as melhores técnicas de 

criopreservação (Watson, 1995; Ohashi, 2001). Isso reforça a importância de não se basear 

apenas em um único fator bioquímico ou morfológico para avaliar a funcionalidade do 

espermatozoide, como enfatizado por Melo e Henry (1999). A combinação de diversos fatores 

é essencial para obter um diagnóstico mais abrangente sobre a funcionalidade e integridade dos 

espermatozóides. 

A análise laboratorial de sêmen bovino congelado geralmente se baseia em técnicas de 

microscopia de luz, considerando parâmetros como motilidade, vigor, concentração e 

morfologia. No entanto, esses parâmetros tradicionais podem ser limitados para prever com 

precisão o potencial fertilizante do sêmen. Pesquisadores têm buscado associar testes estruturais 

e funcionais para estimar a integridade das células espermáticas e sua alta correlação com as 

taxas de prenhez (Januskauskas et al., 2001). Estudos como o de Siqueira et al. (2007) não 

encontraram correlação entre os testes complementares e motilidade pós-descongelamento com 

a taxa de prenhez. Nenhum parâmetro considerado isoladamente serviu para avaliar a 

capacidade fertilizante do sêmen congelado/descongelado. Por outro lado, Phillips et al. (2004), 

após análises laboratoriais, isoladamente, obteve apenas correlação positiva entre morfologia 

espermática pós-descongelamento e taxa de concepção após inseminação artificial. Além disso, 

as melhores equações preditivas encontradas surgiram dos resultados associados à morfologia 

espermática, possibilitando a identificação de touros com maior ou menor potencial de 

fertilidade. 
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Esses resultados destacam a necessidade de desenvolver testes complementares para a 

avaliação seminal, como os testes de termoresistência (TTR), hipo-osmótico (HO) e de reação 

acrossômica. O teste de termoresistência envolve a incubação de amostras de sêmen 

descongeladas a 38 ºC por 5h (teste lento) ou a 46 ºC por 30 min (teste rápido) (CBRA, 2013). 

O teste hiposmótico é utilizado para avaliar a viabilidade funcional da membrana plasmática 

do espermatozoide, que é importante para diversos eventos fisiológicos durante a fertilização. 

Já o teste de reação acrossômica é realizado quando a capacitação espermática é induzida 

através de incubação do sêmen com heparina, e em seguida, avaliada a taxa de espermatozóides 

com reação acrossômica (Steinholt et al., 1991). 

De acordo com Henry e Neves (1998), o sêmen bovino descongelado apresenta boa 

qualidade quando, após o teste de termoresistência, apresentar pelo menos 15% de motilidade 

espermática progressiva retilínea e escore 3, em escala de 1 a 5, de vigor espermático. Dessa 

forma, uma vez que os espermatozóides são células complexas, cujo papel na reprodução 

depende da funcionalidade de diversos atributos, o maior entendimento da qualidade 

espermática em amostras seminais é de grande importância. Isso possibilita para que as 

aplicações a campo possam externar o mais fiel possível as expectativas que as avaliações in 

vitro projetam, promovendo uma correlação positiva entre os índices de fertilidade in vivo e os 

resultados dos testes laboratoriais.  

 

3.2 Influência do processo de refrigeração, congelamento e descongelamento na qualidade 

do sêmen 

A utilização de sêmen congelado de alta qualidade por meio da inseminação artificial 

(IA) é uma biotécnica que oferece inúmeras vantagens à produção animal, principalmente por 

permitir a obtenção de animais com alto mérito genético (Lima et al., 2010). O processo de 

criopreservação, que envolve a utilização de crioprotetores específicos para armazenar as doses 

de sêmen em nitrogênio líquido a -196 ºC por tempo indeterminado, compreende diferentes 

etapas cruciais, incluindo as taxas de resfriamento e congelamento. Essas fases têm um impacto 

significativo na qualidade do sêmen descongelado, uma vez que os espermatozoides são 

submetidos a diversos fatores estressantes, como redução de temperatura, desidratação celular, 

congelamento e descongelamento. Os crioprotetores, por sua vez, são substâncias que 

fornecem, temporariamente, energia, proteção à redução de temperatura e manutenção do 

ambiente favorável à sobrevivência da célula. Eles têm o objetivo de reduzir os danos causados 

às células durante o processo de congelamento. Além disso, diversas substâncias foram 

estudadas e aprovadas por serem bons crioprotetores (Purdy, 2006). 
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Visando minimizar as variações nas curvas de resfriamento e congelamento do sêmen, 

diversos estudos têm buscado aprimorar as técnicas de criopreservação, empregando aparelhos 

computadorizados projetados para esse fim. Esses dispositivos têm como objetivo principal 

fornecer curvas de temperaturas programáveis e homogêneas (González, 2004), evitando 

choques térmicos nos espermatozóides e padronizando partidas de sêmen mais homogêneas. 

Embora essas unidades programáveis para criopreservação de sêmen sejam facilmente 

adquiridas, seu custo ainda é muito alto quando comparado às técnicas de criopreservação mais 

simples e menos onerosas utilizadas a campo. Nesse contexto, Rodello (2006) conduziu um 

estudo comparativo entre diferentes métodos de resfriamento e congelamento, em comparação 

ao automatizado. Ao utilizar bolsas de água durante a refrigeração do sêmen ovino em uma 

geladeira, ele conseguiu atingir uma qualidade espermática e uma taxa de queda de temperatura 

de -0,5ºC/min, semelhantes às conseguidas em sistema automatizado. Esse resultado demonstra 

que é possível adotar um método viável de resfriamento e posterior congelamento de sêmen 

com recursos mais acessíveis. 

Outro estudo foi conduzido com sistemas alternativos de refrigeração de sêmen ovino, 

incluindo o uso ou não de bolsas de água em refrigeradores domésticos e balcão com 

temperatura controlada. Os pesquisadores investigaram os efeitos desses métodos sobre a 

qualidade do sêmen criopreservado e constataram que o uso de bolsas de água durante a 

refrigeração é eficiente em controlar a queda de temperatura, alcançando taxas de resfriamento 

de -0,4ºC/min no refrigerador e -0,45ºC/min no balcão (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 sêmen descongelado. Os resultados indicaram que os sistemas 

programáveis foram mais eficientes para o resfriamento do sêmen, especialmente quando 

considerado o parâmetro de cinética espermática in vitro após o descongelamento. Por outro 

lado, a pesquisa conduzida por Abud et al. (2014) concluiu que os sistemas de criopreservação 

de sêmen bovinos automatizado e convencional proporcionaram a mesma eficiência na 

proteção aos espermatozóides congelados quando utilizado diluentes tris-gema-glicerol. Com 

isso, a escolha do método mais adequado depende do técnico responsável e deve considerar a 

realidade de cada propriedade. 

Apesar do sêmen congelado ser utilizado há anos na aplicação de tecnologias 

reprodutivas, o congelamento de sêmen apresenta algumas desvantagens, inclusive pelo fato de 

diminuir a fertilidade dos espermatozóides, principalmente quando os reprodutores são 

intolerantes ao processo de criopreservação com significativa queda na fertilidade espermática 

após o processamento (Watson, 2000). Neste sentido, Vishwanath (2003) destaca que o sêmen 
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refrigerado de bovinos oferece vantagens, como a otimização de touros com baixa resistência 

ao congelamento do sêmen, eliminação dos custos de estocagem e facilidade de manipulação 

na inseminação artificial em comparação com o sêmen congelado. A refrigeração de sêmen tem 

como objetivo reduzir o metabolismo espermático, mantendo o potencial fertilizante e 

prolongando a viabilidade dos espermatozoides (Batellier et al., 2001). Isso proporciona maior 

flexibilidade no uso do sêmen refrigerado em comparação ao sêmen fresco (Vishwanath & 

Shannon, 2000). A temperatura mais utilizada para refrigeração de sêmen sem congelar é de 4 

a 5ºC (Silva et al., 2002). 

Segundo Freitas-Dell’Aqua et al. (2013), o sêmen refrigerado tem sido amplamente 

utilizado em protocolos de IATF, podendo resultar em maiores taxas de concepção quando 

comparado ao sêmen congelado, em virtude de sua maior viabilidade celular. No entanto, 

durante o processo de resfriamento, especialmente nas transições de temperatura entre 20 °C e 

5 °C, a membrana plasmática dos espermatozoides pode sofrer alterações estruturais 

irreversíveis, caracterizadas por ruptura e perda da organização de seus arranjos lipídicos 

(Quinn et al., 1980). Esse fenômeno, descrito como a transição do estado líquido para o estado 

cristalino (fase gel), ocorre tanto no resfriamento quanto no congelamento profundo, sendo 

particularmente crítico na criopreservação, quando se associa à formação de cristais de gelo 

intra e extracelulares (Watson, 2000). Assim, ainda que o sêmen refrigerado ofereça vantagens 

práticas, o controle da velocidade e da faixa de temperatura de resfriamento é fundamental para 

minimizar danos estruturais e funcionais às células espermáticas. 

Apesar dessa fase ser delicada, o sêmen refrigerado não passa pelo processo de 

congelamento e descongelamento, o que favorece a preservação da viabilidade celular e, 

consequentemente, pode elevar a taxa de concepção em relação ao sêmen congelado do mesmo 

touro. Estudos de campo reportaram ganhos médios de cerca de 10 a14 % na taxa de prenhez 

quando compararam sêmen 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 prática, a 

programação dos protocolos de sincronização permite organizar a coleta e o uso do sêmen 

refrigerado em vacas previamente tratadas, viabilizando sua aplicação em sistemas comerciais. 

Mais recentemente, Silva et al. (2020) mostrou que o sêmen refrigerado a 5 °C por 24 ou 48 h, 

em dois diluidores diferentes, manteve taxas de prenhez em torno de 49%, sem diferença entre 

os tratamentos. Revisão técnica também aponta resultados consistentes em diferentes raças, 

embora ainda faltem análises sistemáticas sobre custo-benefício, escolha do diluidor, 

padronização de equipamentos e taxas de prenhez consolidadas em larga escala (Almeida et al., 
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2023). Apesar da escassez de estudos abrangentes, as evidências disponíveis são promissoras e 

justificam a continuidade das investigações sobre o uso do sêmen refrigerado na IATF. 

As lesões de membrana plasmática não ocorrem apenas durante o congelamento, mas 

também no descongelamento, etapa igualmente crítica para a viabilidade espermática. A rápida 

transição térmica de -196 ºC para 37 ºC em cerca de 30 segundos pode causar rearranjos de 

lipídios e proteínas da membrana, favorecendo perdas estruturais e aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (Watson, 1995; Holt, 2000; Zenteno et al., 2023). Essas alterações 

impactam diretamente a motilidade e a integridade celular, tornando o momento do 

descongelamento determinante para a funcionalidade espermática. Estudos in vitro indicam 

ainda que o congelamento-descongelamento compromete de forma mais acentuada a 

capacidade de fertilização em touros de baixa fertilidade. No entanto, uma vez que a fecundação 

é alcançada, não há diferenças relevantes na competência dos embriões produzidos em relação 

aos de touros de alta fertilidade (Al Naib et al., 2011). Nesse contexto, compreender as 

limitações do congelamento e do descongelamento abre espaço para avaliar estratégias 

complementares, como o uso de sêmen refrigerado ou a refrigeração após o descongelamento.  

 

3.3 Uso de sêmen descongelado-refrigerado em protocolos de IATF e suas implicações 

logísticas em regiões remotas 

Antes de abordar diretamente o uso do sêmen descongelado-refrigerado em protocolos 

de IATF, é importante destacar estudos que investigaram as limitações do espermatozoide 

frente a diferentes manipulações após o descongelamento. Hollinshead et al. (2004) observaram 

que espermatozoides bovinos não toleram um segundo ciclo de congelamento e 

descongelamento, mas mantêm viabilidade após sexagem seguida de congelamento e 

descongelamento, quando incubados por 3 h a 37 ºC. De forma semelhante, Underwood et al. 

(2009) exploraram as características in vitro de sêmen descongelado, sexado e submetido a 

diferentes condições de incubação. Os espermatozoides mantidos a 15 ºC preservaram 

motilidade de aproximadamente 66% e integridade acrossomal/viabilidade em torno de 65% 

por até 24 h. Mesmo após reaquecimento por 6 h a 37 ºC, níveis funcionais aceitáveis foram 

mantidos. Em contrapartida, quando incubados continuamente a 37 ºC, apresentaram rápida 

queda de motilidade, integridade de membrana e atividade mitocondrial já a partir de 4 h. Em 

trabalho complementar, Underwood et al. (2010a) verificaram que sêmen sexado e recongelado 

manteve capacidade de fertilização in vitro semelhante à de controles não sexados, sugerindo 

preservação parcial da competência 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 
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de elevadas perdas gestacionais (Underwood et al., 2010b, 2010c). Esses achados reforçam que 

manipulações adicionais pós-descongelamento, como recongelação, comprometem 

severamente a fertilidade real, ainda que a funcionalidade seja mantida in vitro. 

A refrigeração do sêmen tem sido proposta como alternativa operacionalmente mais 

simples em IATF, sobretudo em contextos nos quais o acesso a suprimentos criogênicos é 

limitado. Isso reforça o potencial dessa estratégia como solução prática em condições de campo. 

(Borges-Silva et al., 2020). Em bovinos, estudos de campo com sêmen refrigerado (sem 

congelamento) mostram desempenho reprodutivo comparável e, em alguns casos, superior ao 

do sêmen congelado. Em bovinos de corte, protocolos de sincronização com sêmen refrigerado 

resultaram em taxas de prenhez satisfatórias, ainda que variáveis conforme o tipo de protocolo 

hormonal e o touro utilizado (Bucher et al., 2009). Em um ensaio com 838 vacas Nelore 

submetidas à IATF, o uso de sêmen refrigerado elevou a taxa de prenhez em aproximadamente 

20% em relação ao sêmen congelado (59,9% vs. 49,4%; P<0,005) (Borges-Silva et al., 2016). 

Em sistemas leiteiros, estudos reforçam que fatores como temperatura de armazenamento (22 

a 5 ºC), concentração espermática por dose e tempo até a inseminação modulam a fertilidade 

do sêmen refrigerado (Murphy et al., 2015). 

Embora a maior parte da literatura sobre sêmen refrigerado envolva amostras não 

congeladas, há trabalhos relevantes sobre a manutenção do sêmen após o descongelamento. 

Underwood et al. (2009) demonstraram que a incubação a 15 ºC pode preservar motilidade e 

integridade acrossomal por até 24 h, enquanto a 37 ºC acelera as perdas funcionais. De forma 

semelhante, Faria et al. (2022) verificaram que o armazenamento pós-descongelamento a 4 ºC 

preserva melhor motilidade, integridade de membrana e acrossomo por até 8 h, enquanto a 37 

ºC o declínio foi acentuado. Botta et al. (2019) acrescentaram que a incubação entre 36 e 39,5 

ºC 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 ºC) após o descongelamento podem ampliar a janela de uso do sêmen, embora os resultados 

de campo ainda sejam limitados e heterogêneos. 

Esse debate ganha relevância em regiões como a Amazônia, onde a logística de uso do 

nitrogênio líquido impõe sérias restrições. A dependência de cadeias frias especializadas, 

associada às longas distâncias, sazonalidade das cheias e dificuldade de transporte rodoviário, 

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 nitrogênio líquido para inseminação artificial no Amazonas foi 

reduzido em 62,23% por meio de iniciativas setoriais, evidenciando que preço e disponibilidade 
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são barreiras concretas à adoção de biotécnicas reprodutivas na região. Em paralelo, análises 

nacionais destacam a expansão da IATF no Brasil, mas alertam que propriedades menores ainda 

enfrentam restrições orçamentárias e operacionais, reforçando a necessidade de protocolos mais 

acessíveis e custo-efetivos (Baruselli et al., 2019). 

Em síntese, evidências in vitro sugerem que o sêmen descongelado pode ser mantido 

refrigerado em baixas temperaturas (5 a 15 ºC) por períodos curtos sem prejuízo imediato da 

funcionalidade, representando uma alternativa promissora para reduzir a dependência do 

nitrogênio líquido em regiões remotas. No entanto, faltam ensaios de campo padronizados que 

confirmem taxas de prenhez comparáveis às obtidas com sêmen convencional, estratificando 

fatores como touro, diluente, tempo de armazenamento e condições logísticas reais. Essa lacuna 

fundamenta a presente tese, que busca avaliar de forma sistemática o efeito de duas 

temperaturas de refrigeração pós-descongelamento sobre a viabilidade espermática e a 

fertilidade in vivo, com aplicação prática no contexto amazônico. 
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CAPÍTULO II – LIPÍDIOS NA REPRODUÇÃO DE TOUROS 

 

Os resultados deste capítulo foram publicados na forma de artigo de revisão sob o seguinte 

referencial:  

Beltrão, N.P.F., de Castro Ferraz Junior, M.V. Lipídios na reprodução de touros. Tropical 

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

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

Foi realizada uma pesquisa bibliográfica no Portal de Periódicos da Capes e nas bases 

de dados PubMed, Web of Science e Elsevier, abrangendo estudos publicados nos últimos 15 

anos, sem restrição quanto a referências conceituais. Para a seleção dos trabalhos, utilizaram-

se os seguintes termos de busca em inglês e português: polyunsaturated fatty acids, cattle, 

cholesterol, phospholipids, semen quality e reproduction. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Lipídios e suas classificações 

Os lipídios são moléculas orgânicas formadas por ácidos graxos e álcoois, como óleos 

e gorduras. Eles constituem um grupo heterogêneo de compostos relacionados que apresentam 

propriedades físicas comuns, como a insolubilidade em água, mas são solúveis em solventes 

apolares, como éter, clorofórmio, óleos, esteroides e ceras (Botham and Mayes 2014). Os 

lipídios são encontrados principalmente nas folhas e sementes das plantas. Os tipos de lipídios 

variam desde fosfolipídios e galactolipídios, presentes nas folhas, até triglicerídeos, localizados 

como substância de reserva nas sementes. Além destes, ceras, carotenóides, clorofila, algumas 

vitaminas e outras substâncias solúveis em éter também são encontradas nas plantas (Salman et 

al. 2010). Eles estão 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 lipídios podem ser classificados em simples, complexos, precursores e derivados. Os 

lipídios simples são ésteres de ácidos graxos com vários álcoois, como gorduras, óleos e ceras. 

Os lipídios complexos são ésteres de ácidos que contêm outras substâncias adicionais além de 

ácidos graxos e álcoois, como os fosfolipídios, que são lipídios contendo ácidos graxos 

associados a um resíduo de ácido fosfórico e a um composto nitrogenado; glicolipídios 

(glicosfingolipídios), que contêm um ácido graxo, esfingosina e um carboidrato. Outros lipídios 

complexos, como sulfolipídios e aminolipídios, com as lipoproteínas também se enquadram 

nesta categoria. Por fim, os lipídios precursores e derivados incluem ácidos graxos, glicerol e 

esteróis, aldeídos graxos e corpos cetônicos, hidrocarbonetos, vitaminas lipossolúveis e 

hormônios (Botham and Mayes 2014). 

Com relação à nutrição animal, a principal classe de interesse são os ácidos graxos, que 

representam cerca de 90% dos triglicerídeos. Estes são a principal forma de armazenamento de 

lipídios tanto em plantas quanto em animais. Os triglicerídeos são formados por uma molécula 

de glicerol ligada a três ácidos graxos (Caetano et al. 2020). Os ácidos graxos são classificados 

em três grupos quanto à insaturação (ligações duplas), saturados, monoinsaturados e poli-

insaturados. Os ácidos graxos saturados não possuem ligações duplas em suas cadeias. Os 

ácidos graxos monoinsaturados possuem apenas uma insaturação, e os ácidos graxos poli-

insaturados (PUFA) possuem duas ou mais insaturações. Além disso, a configuração dos ácidos 

graxos pode ocorrer em duas formas isoméricas na molécula, CIS e TRANS, que correspondem 

a moléculas de ácidos graxos que possuem a mesma composição química, mas diferem na 

posição dos átomos de H no plano horizontal da ligação dupla. Quando estão do mesmo lado, 
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são chamados CIS, e se estiverem em lados opostos, são chamados TRANS (Medeiros et al. 

2015). 

O estado físico de um lipídio à temperatura ambiente é determinado pelo seu ponto de 

fusão, que é influenciado pelo grau de saturação e pelo tamanho de sua cadeia carbônica 

(Kozloski 2017). O grau de insaturação tem um efeito importante sobre a digestão de lipídios 

pelos animais, principalmente em ruminantes, nos quais a fermentação de carboidratos fibrosos 

no rúmen é influenciada pelo tipo e teor de lipídios (Caetano et al. 2020). Assim, enfatiza-se 

que a classificação dos lipídios, bem como sua aplicabilidade na nutrição animal, já está bem 

elucidada, mas é necessário investigar mais a fundo os efeitos do fornecimento de ácidos graxos 

em dietas animais que possam ter efeitos benéficos sobre a reprodução. 

Os lipídios desempenham papéis importantes no organismo animal, como serem uma 

fonte eficiente de energia, atuarem como isolante térmico que permite a condução nervosa e 

previne a perda de calor, auxiliarem na absorção de vitaminas, atuarem como camada protetora 

para os tecidos e o corpo e serem um componente estrutural e funcional das biomembranas 

(Motta 2009). 

 

6.2 Digestão e absorção de lipídios em ruminantes 

A alimentação animal pode ser otimizada com o uso de lipídios, uma vez que esses 

nutrientes aumentam a absorção de vitaminas lipossolúveis, fornecem ácidos graxos essenciais 

para a membrana dos tecidos e atuam como precursores na regulação do metabolismo. É 

importante destacar que a extensão, a insaturação, a ramificação e a posição geométrica das 

ligações duplas dos ácidos graxos influenciam suas características químicas e funções 

biológicas (Andriguetto et al. 2002). Os ruminantes normalmente consomem uma dieta com 

concentração de lipídios em torno de 3 a 4% com base na matéria seca, principalmente na forma 

de triacilglicerol. No entanto, o excesso de lipídios pode ter efeitos negativos, inibindo a 

fermentação ruminal e o crescimento microbiano devido à toxicidade dos ácidos graxos 

insaturados para os microrganismos do rúmen. 

O processo de biohidrogenação dos ácidos graxos ocorre no rúmen e é desencadeado 

pelo excesso de lipídios na alimentação animal. Esse mecanismo é realizado por bactérias 

anaeróbias que convertem ácidos graxos insaturados presentes nos alimentos em ácidos graxos 

saturados, por meio da adição de hidrogênio (Harfoot et al. 1997). Esse processo promove 

mudanças significativas na composição dos ácidos graxos absorvidos pelo intestino e liberados 

na corrente sanguínea dos animais (Jenkins et al. 2008). Além disso, a biohidrogenação dos 

ácidos graxos induz a produção de ácidos linoleicos conjugados (CLA), que possuem 
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importantes propriedades funcionais. É relevante enfatizar que a biohidrogenação dos ácidos 

graxos pode ser manipulada para melhorar a qualidade nutricional dos alimentos de origem 

animal (Jenkins et al. 2008), além de seus efeitos sobre outras funções, como a reprodução, que 

é um dos objetos de estudo. 

Uma parte dos ácidos graxos liberados no rúmen 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 digestão e a absorção. Esses processos podem ser divididos em quatro 

fases: emulsificação, hidrólise, formação de micelas e absorção. A emulsificação começa no 

abomaso, com o objetivo de reduzir as gotículas de lipídios por meio do aumento da 

temperatura, da mistura e da agitação, facilitando a passagem para o intestino delgado. A 

emulsificação é completada pelos sais biliares, que solubilizam os lipídios em água, reduzindo 

a tensão superficial e transformando a gordura em pequenas gotículas lipídicas. Isso facilita a 

ação da lipase pancreática e da co-lipase, que hidrolisam os triacilgliceróis por ação combinada. 

A co-lipase adere às gotículas lipídicas, abrindo espaço para a ação da lipase, que quebra a 

ligação dos ácidos graxos em cada extremidade da molécula de triacilglicerol. Esse processo 

resulta em dois ácidos graxos livres e um monoacilglicerol para cada molécula de triacilglicerol 

hidrolisada (Palmquist and Mattos 2006). 

Após a hidrólise, formam-se micelas, pequenos aglomerados solúveis em água de sais 

biliares e lipídios. Essa associação facilita a passagem dos lipídios através da camada aquosa 

estacionária da membrana plasmática dos enterócitos, permitindo a absorção dos ácidos graxos. 

Durante esse processo, os elementos lipídicos difundem-se através do glicocálice até a 

membrana apical por meio de proteínas ligadoras de ácidos graxos (FABP). Monoacilgliceróis, 

colesterol e vitaminas lipossolúveis difundem-se pela membrana apical sem necessidade de 

mediadores, já que a membrana apical é composta principalmente por fosfolipídios. A partir 

daí, todos os componentes da micela alcançam os enterócitos, exceto os sais biliares. Após esse 

processo, os principais ácidos graxos são novamente transformados em triacilgliceróis e 

fosfolipídios, juntamente com colesterol e proteínas do retículo endoplasmático, formando 

quilomícrons, que são transportados pelos capilares linfáticos até o fígado para serem 

metabolizados (Palmquist and Mattos 2006). 

 

6.3 Influência dos ácidos graxos poli-insaturados na qualidade espermática 

Os ácidos graxos são fontes de energia e componentes fundamentais nas estruturas e 

atividades celulares, além de desempenharem um papel crucial na regulação das propriedades 

e atividades das membranas celulares (Santos et al. 2008). Nos espermatozoides, 



20 

especificamente, eles influenciam a permeabilidade e a fluidez da membrana plasmática. As 

alterações no comprimento, no grau de insaturação e na posição das ligações duplas dos ácidos 

graxos resultam em efeitos significativos na qualidade espermática. Os principais efeitos são a 

mudança na fluidez e permeabilidade da membrana, a influência sobre a motilidade e, 

consequentemente, sobre a capacidade de fusão com o óvulo durante a fertilização (Staples et 

al. 1998). 

Pesquisas mostraram que existe variação sazonal na composição de ácidos graxos e 

colesterol no sêmen bovino e que isso está relacionado à qualidade seminal. Por exemplo, em 

um estudo conduzido por Argov-Argaman et al. (2013), frações de sêmen foram analisadas em 

duas estações do ano (verão e inverno), e variações em parâmetros fisiológicos e estruturais 

foram encontradas, embora o volume e a densidade por ejaculação não tenham mostrado 

diferenças entre os períodos. Amostras analisadas no inverno apresentaram maior motilidade, 

motilidade progressiva e velocidade, enquanto no verão observaram-se defeitos de cauda 

caracterizados por altas concentrações de ácidos graxos saturados, baixas concentrações de 

PUFA e colesterol. Essa composição lipídica pode ser utilizada como um indicador de 

qualidade seminal, uma vez que alterações induzidas pelo estresse ambiental na composição 

lipídica de um compartimento específico podem comprometer a estrutura e, consequentemente, 

a função dos espermatozoides. 

Um ponto importante a ser destacado é a fluidez da membrana plasmática, que é 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 níveis elevados aumentam a sensibilidade à peroxidação lipídica. É importante observar que 

os efeitos dos ácidos graxos sobre a qualidade seminal podem variar de acordo com a fonte e o 

tipo de ácido graxo, bem como com o diluente utilizado. PUFA das famílias ômega-3 (n-3) e 

ômega-6 (n-6) são essenciais para a atividade reprodutiva, representando cerca de 30 a 50% da 

quantidade total de ácidos graxos na membrana dos espermatozoides de mamíferos. Eles 

contribuem para a regulação da fluidez e da responsividade acrossomal, e o aumento da fluidez 

reflete a capacidade da membrana de desempenhar suas funções, como facilitar o transporte de 

moléculas e receber sinais das células. Com base nessas informações, pesquisas têm 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 às células espermáticas (Kiernan et al. 

2013) e melhorar a composição lipídica e a qualidade do sêmen congelado (Towhidi and Parks 

2012; Abavisani et al. 2013). 
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Em um estudo com touros que receberam dietas suplementadas com óleo de peixe, fonte 

de PUFA (n-3), os animais apresentaram aumento no volume do sêmen e na concentração 

espermática em comparação aos que receberam uma dieta sem óleo de peixe. Além disso, 

observou-se aumento na viabilidade, na motilidade progressiva e no perfil lipídico, sugerindo 

uma melhora na qualidade in vitro do sêmen fresco e descongelado devido ao aumento na 

proporção de PUFA nas dietas (Khoshvaght et al. 2016). Em contrapartida, o estudo de Rossi 

et al. (2019) não encontrou diferenças significativas na concentração espermática, nos defeitos, 

na qualidade e na fertilidade do sêmen fresco entre touros suplementados ou não com gorduras 

poli-insaturadas a longo prazo. No entanto, foi observada melhora na qualidade do sêmen 

descongelado nos parâmetros de velocidade média do trajeto pós-descongelamento, 

termorresistência e velocidade retilínea. Finalmente, Gholami et al. (2010) verificaram melhora 

na cinética espermática do sêmen fresco de touros suplementados com óleo de peixe por 90 

dias, mas não observaram melhora nesse parâmetro no sêmen descongelado. 

Resultados superiores foram encontrados na qualidade do sêmen fresco e descongelado 

de touros que receberam suplementação com óleo de linhaça em comparação ao óleo de peixe, 

provavelmente devido às diferentes fontes de n-3 (Moallem et al. 2015). No entanto, é 

importante considerar alguns fatores antes de avaliar nutrientes específicos na qualidade 

espermática, como o nível de incorporação desses nutrientes nos espermatozoides e o tempo 

adequado para o ciclo da espermatogênese, de forma que a suplementação tenha efeito 

considerável em todas as etapas do desenvolvimento espermático (Byrne et al. 2017). 

O estudo de Bastos et al. (2021) avaliou os efeitos da suplementação prolongada com 

PUFA e da adição de antioxidante em diluente seminal sobre a qualidade do sêmen de touros 

Nelore. Os resultados indicaram que a suplementação não melhorou a qualidade do sêmen e 

que a capacidade de fertilização in vitro não foi afetada. Curiosamente, os pesquisadores 

também identificaram que a dieta paterna afetou o conteúdo lipídico intracitoplasmático dos 

embriões, sugerindo uma possível implicação dos efeitos paternos sobre o estado metabólico 

do embrião. Esse resultado é importante porque destaca a relevância de se considerar os efeitos 

paternos na reprodução animal e pode ter implicações no programa metabólico dos embriões. 

No entanto, mais estudos são necessários para compreender melhor os mecanismos envolvidos 

na relação entre a dieta paterna e o estado metabólico do embrião. 

De modo geral, os estudos sugerem que a maioria dos PUFA encontrados no tecido 

reprodutivo é proveniente de grãos da dieta, principalmente dos ácidos linoleico e linolênico. 

A dieta também pode alterar a composição lipídica do sêmen e, consequentemente, afetar a 

qualidade espermática. Byrne et al. (2017) investigaram o efeito da suplementação de n-3 e n-
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6 PUFA sobre o sêmen de touros e observaram uma mudança na composição lipídica, mas sem 

diferença na qualidade do sêmen fresco ou descongelado. Khoshniat et al. (2020) verificaram 

que a suplementação com ácidos graxos n-3 provenientes do óleo de linhaça aumentou 

significativamente a motilidade, a integridade de membrana e os parâmetros de atividade, além 

de reduzir as anormalidades no sêmen descongelado, mas não teve efeito sobre a qualidade do 

sêmen fresco em touros Holandeses. 

 

6.4 Efeitos das prostaglandinas na qualidade espermática 

As prostaglandinas são ácidos graxos de 20 carbonos sintetizados na maioria dos tecidos 

de mamíferos. Embora a concentração de prostaglandinas no sêmen bovino seja geralmente 

baixa em comparação a outras espécies, mesmo pequenas quantidades podem ser absorvidas 

pelo trato genital feminino, resultando em contrações das paredes e facilitando o transporte dos 

espermatozoides. A biossíntese de prostaglandinas relacionadas à reprodução ocorre a partir do 

ácido araquidônico, que é produzido pela quebra de fosfolipídios de membrana na célula 

produtora pela enzima fosfolipase A2. Como resultado, o ácido araquidônico de 20 carbonos é 

liberado para atuar como precursor de eicosanoides, que podem ser transformados em 

prostaglandinas por três vias metabólicas: ciclooxigenase, lipooxigenase ou epoxigenase. 

As prostaglandinas são derivadas de ácidos graxos essenciais presentes na dieta de 

bovinos, como o ácido linoleico e o ácido araquidônico. Estudos mostram que a suplementação 

com gorduras poli-insaturadas pode aumentar a concentração desses ácidos graxos na 

membrana celular dos espermatozoides, estimulando a atividade da enzima ciclooxigenase 

(COX) e a produção de prostaglandinas, principalmente prostaglandina E2 (PGE2) e 

prostaglandina F2α (PGF2α). Essas prostaglandinas desempenham um papel importante na 

regulação da motilidade espermática, na capacitação e na fertilização, além de modularem a 

resposta imune no trato reprodutivo feminino. A presença de ácidos graxos insaturados na 

membrana plasmática ou no plasma seminal, principalmente da família n-3, influencia o 

metabolismo das células espermáticas. Outras famílias de ácidos graxos, n-6 e n-9, participam 

da síntese de prostaglandinas (PGE1, PGE1α, PGE2 e PGE2α) e de seus precursores ácido 

araquidônico e ácido dihomo-gama-linolênico. Além disso, estudos anteriores mostraram que 

a suplementação com ácidos graxos pode melhorar a qualidade do sêmen em bovinos, como 

concentração, motilidade e morfologia dos espermatozoides. 

O estudo de Shalev et al. (1994) apontou a presença da enzima ciclooxigenase na cabeça 

e na peça intermediária dos espermatozoides bovinos, sugerindo o envolvimento das 

prostaglandinas no processo de maturação dos gametas e seu potencial impacto na capacidade 
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de fertilização. Em um estudo subsequente, Baptista et al. (2001) investigaram a influência da 

inibição da síntese de prostaglandinas durante a fase inicial da capacitação espermática, 

utilizando indometacina suplementada in vitro ao sêmen bovino. Os resultados indicaram que 

a ausência de prostaglandinas compromete o processo de fertilização, o desenvolvimento 

embrionário 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 espermática, sendo 

benéfica para a fertilidade do sêmen quando presente em níveis elevados. 

O estudo de Abdussamad et al. (2016) teve como objetivo avaliar o impacto de 

diferentes diluentes seminais e da inclusão de prostaglandina F2α sobre as taxas de prenhez em 

vacas. Os resultados indicaram que formulações específicas de diluentes, quando combinadas 

com prostaglandina F2α, levaram a melhorias notáveis nos índices de prenhez (Abdussamad et 

al. 2016). No entanto, a administração de F2α por injeção intramuscular no momento da 

inseminação ou por infusão intrauterina mostrou-se ineficaz (Gabriel et al. 2011). É importante 

destacar que a ação das prostaglandinas na reprodução de touros, especialmente em relação ao 

aumento da taxa de fertilização e, consequentemente, da taxa de prenhez, ainda é pouco 

estudada e compreendida. 

 

6.5 Efeito do ácido linoleico conjugado (cla) na qualidade espermática 

O CLA é um grupo de ácidos graxos com 18 átomos de carbono que são isômeros 

posicionais e geométricos, com duplas ligações conjugadas (Funck et al. 2006). Apenas duas 

combinações têm bioatividade comprovada, cis-9, trans-11 CLA e trans-10, cis-12 CLA 

(Freitas et al. 2020). Trata-se de um ácido graxo que atualmente vem sendo estudado por seus 

efeitos benéficos à saúde humana e é encontrado em alimentos de origem animal (Gouvêa et al. 

2012). Ele se origina de duas formas: durante a biohidrogenação ruminal do ácido linoleico ou 

pela síntese de gordura animal. A presença de CLA em produtos derivados de ruminantes, como 

carne e leite, está relacionada à biohidrogenação incompleta de ácidos graxos insaturados 

presentes na dieta (Pereira et al. 2011). Durante esse processo, as bactérias presentes no rúmen 

desses animais convertem o ácido linoleico em CLA. Os níveis de CLA são variados e 

dependem da dieta dos animais e do processo de produção. Por exemplo, a concentração de 

CLA cis-9 trans-11 C18:2 aumentou em 230% (0,46 vs 1,06 g/100 g) com a suplementação de 

óleo de soja na dieta de vacas leiteiras (Eifert et al. 2006). 

A suplementação dietética com uma ampla variedade de PUFA também pode alterar o 

perfil lipídico do sêmen e, consequentemente, alguns de seus parâmetros. O CLA, por sua vez, 

pode ser incorporado aos fosfolipídios da membrana e influenciar seus efeitos biológicos. 
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Karimi et al. (2017) avaliaram o uso potencial do CLA na qualidade seminal e destacaram a 

importância da composição lipídica da membrana espermática para as mudanças fisiológicas 

que levam à fertilização. Eles observaram que a suplementação de CLA na dieta de touros 

Holandeses aumentou a proporção de espermatozoides com anormalidades no sêmen fresco 

com suplementação de CLA, bem como aumentou a proporção de espermatozoides pós-

descongelamento com morfologia anormal na décima semana do ensaio em comparação ao 

grupo controle, mas não teve efeitos sobre o volume, a concentração e a produção total de 

sêmen. Soares et al. (2013) verificaram que o uso de isômeros de CLA em diferentes 

concentrações no diluente de espermatozoides bovinos não causou alterações na viabilidade e 

na motilidade, mas afetou negativamente a função mitocondrial. Em contrapartida, efeitos 

benéficos na qualidade seminal com a suplementação de CLA e sua inclusão no diluente 

seminal foram relatados. Esses efeitos incluem aumento da concentração do ejaculado e maior 

percentual de espermatozoides vivos após 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 

suplementação desse composto na dieta ou no diluente seminal de bovinos não demonstrou 

vantagens significativas no sêmen fresco ou descongelado. Portanto, os dados disponíveis sobre 

os parâmetros seminais com o uso de CLA são inconclusivos até o momento, o que reforça a 

necessidade de pesquisas adicionais para esclarecer seus reais efeitos. Medidas mais precisas 

podem ser obtidas com estudos conduzidos durante as estações quente e fria, aumento do 

período de suplementação para dois ou mais ciclos espermatogênicos e extensão do tempo de 

amostragem para identificar com precisão em qual estágio da espermatogênese o CLA exerce 

sua função. Além disso, Liman et al. (2021) enfatizam que investigações mais detalhadas em 

nível molecular são necessárias para avaliar o efeito do CLA sobre o estado de capacitação 

espermática, a integridade do DNA e a capacidade de fertilização. Essas medidas são cruciais 

para estabelecer conclusões consistentes sobre o efeito do CLA na reprodução de touros. 

 

6.6 Efeitos de diferentes fontes de ácidos graxos poli-insaturados na qualidade 

espermática em bovinos: dados e resultados 

Com o objetivo de fornecer uma visão abrangente sobre as fontes de PUFA e sua relação 

com a melhoria da qualidade espermática, resumimos na Tabela 1 o efeito da ingestão de PUFA 

na dieta, juntamente com seus respectivos resultados que foram apresentados nesta revisão. 
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Tabela 1. Principais ácidos graxos poli-insaturados utilizados na qualidade espermática em 

bovinos 

Fonte Componente Referência Resultados 

Óleo de peixe Ômega-3 
Khoshvaght 

et al. (2016) 

Aumento do volume e concentração 

espermática, viabilidade e motilidade. 

(Sêmen fresco e descongelado) 

Óleo de soja 

(gordura 

protegida no 

rúmen) 

Ácido linoleico 

(ômega-6) 

Rossi et al. 

(2019) 

Não encontrou diferença nos parâmetros 

de qualidade espermática, mas os autores 

observaram maior velocidade e 

termorresistência dos espermatozoides em 

sêmen fresco 

Óleo de peixe Ômega-3 
Gholami et 

al. (2010) 

Melhor cinética no sêmen fresco e 

nenhuma melhora no sêmen descongelado 

Óleo de 

linhaça 
Ômega-3 

Moallem et 

al. (2015) 

Melhores resultados nos parâmetros 

qualitativos no sêmen fresco e 

descongelado em comparação ao óleo de 

peixe 

Ácido graxo 

poli-

insaturado 

protegido no 

rúmen 

Ácido linoleico 

(ômega-6) e 

ácido linolênico 

(ômega-3) 

Bastos et al. 

(2021) 

Reduziu a qualidade do sêmen, mas sem 

afetar a capacidade de fertilização 

Óleo de peixe 
Ômega-3 e 

ômega-6 

Byrne et al. 

(2017) 

Houve alteração na composição lipídica 

do sêmen. Mas não houve melhora 

significativa na qualidade dos parâmetros 

de sêmen fresco e descongelado 

Óleo de 

linhaça 
Ômega-3 

Khoshniat 

et al. (2020) 

Aumento da motilidade, atividade de 

membrana e menos anormalidades no 

sêmen descongelado 

CLA 

dietético 
CLA 

Karimi et 

al. (2017) 

Menor quantidade de espermatozoides 

anormais no sêmen fresco e descongelado, 

mas sem diferença no volume, 

concentração e produção total de sêmen 

Isômeros de 

CLA 
CLA 

Soares et al. 

(2013) 

Sem diferença na motilidade e viabilidade, 

mas houve disfunção mitocondrial quando 

usado no diluente 

CLA 

dietético 
CLA 

Liman et al. 

(2021) 

Maior concentração no ejaculado e maior 

sobrevivência dos espermatozoides após o 

descongelamento 

 

6.7 Efeitos dos fosfolipídios e do colesterol na qualidade espermática 

Os fosfolipídios são moléculas complexas compostas por uma cabeça hidrofílica e duas 

cadeias de ácidos graxos hidrofóbicas. Essas cadeias são predominantemente poli-insaturadas, 
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o que torna os fosfolipídios altamente suscetíveis a mudanças nas condições de temperatura. 

Quando expostos à diminuição da temperatura, os fosfolipídios podem se organizar em uma 

estrutura conhecida como micela invertida ou hexagonal II. Nessa condição, as extremidades 

hidrofóbicas ficam voltadas para fora e as hidrofílicas para dentro, o que aumenta a 

permeabilidade da membrana e permite a entrada de íons e pequenas moléculas, podendo 

desestabilizar a membrana e causar danos irreparáveis (Khosrowbeygi e Zarghami 2007). Nos 

espermatozoides de mamíferos, a membrana plasmática é composta, em média, por 70% de 

fosfolipídios, 25% de lipídios neutros e 5% de glicolipídios (Flesh e Gadella 2000). Segundo 

Borges et al. (2011), os fosfolipídios são a principal fonte de substrato para a respiração 

endógena nos espermatozoides, o que sugere que a organização desses lipídios na membrana é 

crucial para a função celular adequada. 

Estudos têm demonstrado que a integridade da membrana é fundamental para a 

capacitação espermática e o processo de fertilização (Gadella e Harrison 2002). Por exemplo, 

a exposição dos espermatozoides a condições de estresse, como altas temperaturas, pode levar 

a uma alteração na organização dos fosfolipídios da membrana, o que compromete sua função 

e pode levar à redução da qualidade seminal (Pinho et al. 2016). Portanto, compreender a 

estrutura e a função dos fosfolipídios na membrana espermática é essencial para melhorar o 

entendimento dos processos que regulam a fertilidade masculina. Além disso, a nutrição 

também pode afetar a concentração de colesterol e fosfolipídios no touro, o que pode impactar 

a qualidade seminal. Por exemplo, foi encontrado um aumento nas taxas de sobrevivência à 

criopreservação em bovinos pela adição de diferentes concentrações de colesterol durante o 

processo de criopreservação (Purdy e Graham 2004). Outro estudo mostrou que uma dieta rica 

em ácidos graxos n-3 aumentou a concentração de fosfolipídios na membrana espermática 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 concentração de colesterol na 

membrana espermática, o que pode prejudicar a função espermática (Brouwer et al. 2015). 

Outro ponto é o nível de fluidez da membrana, que depende da temperatura e da 

proporção entre ácidos graxos saturados (colesterol) e insaturados (fosfolipídios) (Lehninger et 

al. 2005). A perda de colesterol da membrana plasmática de células criopreservadas pode causar 

capacitação prematura, reduzindo a viabilidade dos espermatozoides criopreservados no trato 

reprodutivo feminino (Mocé et al. 2010). No entanto, é importante observar que o colesterol 

pode ser facilmente incorporado ou extraído das membranas plasmáticas das células usando 

ciclodextrinas (Moore et al. 2005). As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos compostos 

por seis (α-ciclodextrina), sete (β-ciclodextrina) ou oito (γ-ciclodextrina) unidades de 
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glicopiranose ligadas por ligações α-(1,4), cujas moléculas se caracterizam por possuírem uma 

superfície externa hidrofílica e uma cavidade interna lipofílica (Banchero et al. 2013). 

A composição de fosfolipídios presente na membrana plasmática dos espermatozoides 

pode influenciar a sensibilidade ao choque térmico durante a criopreservação. De acordo com 

Parks e Lynchy (1992), uma maior proporção de fosfatidilcolina em relação à 

fosfatidiletanolamina pode conferir maior resistência. Além disso, a atividade espermática e sua 

capacidade de motilidade são altamente dependentes da disponibilidade de energia. Embora a 

frutose seja a principal fonte de energia para essa atividade (Scott e Dawson 1968), em situações 

de ausência de carboidratos solúveis oxidáveis, os fosfolipídios podem ser utilizados como 

fonte de energia pelos espermatozoides. Isso porque a fosfatidilcolina, o principal fosfolipídio 

presente na membrana espermática, pode ser oxidada para produzir energia em condições 

anaeróbicas (Hartree e Mann 1961). Segundo Lardy e Phillips (1941), na ausência de 

carboidratos, os espermatozoides bovinos obtêm energia a partir da oxidação de fosfolipídios 

intracelulares, o que explica a redução no conteúdo de fosfolipídios após a incubação aeróbica 

(Dolatpanah et al. 2008). 

A viabilidade e a motilidade espermática são fatores críticos para o sucesso da 

fertilização. Esses processos dependem da integridade da bainha mitocondrial, cujos 

fosfolipídios são os principais componentes. No entanto, a oxidação dos ácidos graxos nesses 

fosfolipídios por radicais livres de oxigênio pode danificar os espermatozoides e afetar sua 

motilidade (Borges et al. 2011). O colesterol, um importante esteroide presente nas membranas 

espermáticas, também desempenha um papel essencial na regulação da função espermática 

(Scott 2000). Embora o sêmen fresco apresente uma alta razão colesterol/fosfolipídios, durante 

a capacitação espermática, o colesterol migra da membrana para solubilizar proteínas e 

receptores, enquanto os fosfolipídios se deslocam para dentro da membrana espermática (Cross 

1998). Isso resulta em uma diminuição da razão colesterol/fosfolipídios, reduzindo a 

viscosidade da membrana e expondo os fosfolipídios, o que estimula a reação acrossômica. 

A perda de colesterol começa logo após a separação dos espermatozoides do plasma 

seminal, influenciada pela ação de moléculas lipofílicas presentes no meio, como albumina e 

lipoproteínas. A saída de colesterol promove um aumento no pH intracelular, possibilitando a 

capacitação e, consequentemente, a reação acrossômica (Borges et al. 2011). Portanto, é 

importante manter um equilíbrio adequado entre colesterol e fosfolipídios para garantir a função 

espermática normal e a fertilização bem-sucedida. Em resumo, a capacitação espermática é um 

processo fisiológico crucial para a fertilização, tornando o espermatozoide capaz de realizar a 

reação acrossômica (Gadella et al. 2008). 
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Assim, a presença de colesterol no plasma seminal de touros é um parâmetro útil na 

avaliação da qualidade seminal (Beer-Ljubic´ et al. 2009). Uma possível estratégia para 

melhorar a qualidade de doses baixas de sêmen bovino durante a criopreservação é o uso de 

ciclodextrina pré-carregada com colesterol, como mencionado anteriormente (Lone 2018). 

O colesterol é um esterol fundamental para as membranas celulares animais (Christie 

1989) e possui um papel essencial na biossíntese de testosterona pelas células de Leydig nos 

tecidos intersticiais do testículo. Nos animais machos, isso regula atividades reprodutivas como 

a espermatogênese, características sexuais secundárias e efeitos comportamentais e metabólicos 

(Tran et al. 2017). Estudos recentes de Johnson et al. (2019) demonstraram que a melhoria na 

nutrição tem efeitos positivos na expressão de genes da biossíntese de colesterol e na maturação 

das células de Sertoli em testículos de touros bovinos. Esses resultados enfatizam a importância 

de uma nutrição adequada na regulação dos processos reprodutivos. 

Para alcançar uma fertilidade satisfatória em animais, é crucial considerar a estrutura e 

a composição do sêmen, bem como os métodos usados para melhorar sua qualidade, como 

fornecer ou enriquecer lipídios na dieta ou no diluente. No entanto, quando se trata de estimar 

a fertilidade in vivo, um dos maiores desafios é a baixa correlação observada com a fertilidade 

in vitro em vários parâmetros de qualidade seminal. Apesar dos avanços significativos na 

avaliação da qualidade seminal, a previsão da fertilidade espermática em campo por meio de 

parâmetros de qualidade in vitro ainda apresenta desafios consideráveis, como relatado por 

Zhang et al. (1999) e confirmado por Sellem et al. (2015). Embora tenham sido encontradas 

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

A alimentação de touros com diferentes tipos de ácidos graxos pode influenciar 

positivamente parâmetros de qualidade seminal, como motilidade, viabilidade, concentração e 

termorresistência. No entanto, os resultados variam de acordo com o tipo de ácido graxo 

utilizado, a forma de administração e sua qualidade. 
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CAPÍTULO III - SÊMEN BOVINO DESCONGELADO E REFRIGERADO MANTÉM 

A FERTILIDADE: UMA ESTRATÉGIA PRÁTICA PARA INSEMINAÇÃO 

ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO PARA REGIÕES REMOTAS 

 

Os resultados deste capítulo foram aceitos para publicação na forma de artigo científico sob o 

seguinte referencial:  

BELTRÃO, 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 à Revista Observatorio de la Economía Latinoamericana, Curitiba, 2024. 

 

9. MATERIAL E MÉTODOS  

9.1 Local do Estudo e Comitê de Ética 

O estudo foi conduzido em duas fases. A primeira fase foi realizada em laboratório no 

Instituto de Ciências Sociais, Educação e 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 Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM) e aprovado sob o processo SEI nº 23105.044903/2022-43. 

 

9.2 Ensaio 1 - Qualidade Espermática 

12 Palhetas de sêmen bovino comercialmente congelado, provenientes de uma mesma 

partida de dois touros diferentes, foram submetidas a diferentes temperaturas de incubação após 

o descongelamento. O sêmen foi avaliado em dois tratamentos, definidos pela temperatura de 

incubação após o descongelamento: 5 °C (SD5) e 15 °C (SD15). As palhetas de sêmen foram 

analisadas em sete tempos pós-descongelamento: 0, 2, 6, 10, 24, 36 e 48 horas. Cada tratamento 

incluiu seis repetições por tempo de avaliação, totalizando 84 repetições. Para análise, as 

palhetas foram descongeladas em água morna a 37 °C por 30 segundos e, em seguida, 

transferidas para tubos Eppendorf previamente aquecidos a 37 ºC e incubadas a 5 ± 1 °C e 15 

± 1 °C. A refrigeração foi realizada em caixas térmicas de isopor de 17 L, com dimensões 

internas de 28,6 cm × 19,9 cm × 32,1 cm e dimensões externas de 33,4 cm × 24,1 cm × 36,7 

cm. Dentro de cada caixa, foram colocados 500 mL de água a 37 °C em recipientes plásticos, 
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juntamente com placas de gelo reutilizáveis e termômetros para monitorar e manter as 

temperaturas desejadas. 

Para atingir e manter 15 ± 1 °C, utilizou-se uma única placa de gelo reutilizável. Para 5 

± 1 °C, uma placa de gelo foi adicionada no início da incubação e outra após quatro horas, 

garantindo taxa de resfriamento de - 0,3 °C/min em ambos os tratamentos. As placas de gelo 

foram periodicamente substituídas para manter a estabilidade térmica por todo o período 

experimental. Cada placa tinha volume de 700 mL de gel, medindo 27,5 cm × 15 cm × 2,3 cm, 

e eram previamente congeladas a -20 °C por pelo menos 22 horas antes do uso. As amostras de 

sêmen foram avaliadas quanto à motilidade progressiva, vigor e morfologia espermática. A 

motilidade progressiva (0 - 100%) e o vigor (0 - 5) foram avaliados por microscopia óptica 

(400x), analisando uma gota de 10 μL de sêmen entre lâmina e lamínula pré-aquecidas a 37 °C. 

A análise morfológica foi realizada por meio de esfregaços, conforme as orientações do Manual 

para Exame Andrológico e Avaliação de Sêmen Animal (CBRA, 2013). Os esfregaços foram 

corados com azul de metileno, e 200 células por amostra foram classificadas como normais ou 

com alterações morfológicas na cabeça, peça intermediária ou cauda. 

 

9.3 Ensaio 2 - Teste de Longevidade Espermática 

A longevidade espermática foi avaliada por meio do teste de Termorresistência Lento 

(CBRA, 2013). Seis palhetas de sêmen (0,25 mL), previamente descongeladas a 37 °C por 30 

segundos, foram incubadas em banho-maria a 38 °C por 5 horas. A motilidade retilínea 

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

 

9.4 Ensaio 3 – Taxa de Prenhez 

Com base nos resultados da avaliação da qualidade espermática e considerando fator 

operacional e logístico, 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 

distribuídos aleatoriamente em dois tratamentos experimentais. No tratamento com sêmen 

descongelado-refrigerado (SD; n = 50), as vacas foram inseminadas com sêmen comercial que 

foram previamente descongelados e, em seguida, refrigerados -0,3 °C/min a 5 ± 1 °C por 10 ± 

1 h. Antes da IA esse sêmen era aquecido a 37°C por 30 segundos. No grupo controle, sêmen 

convencional (SC; n = 50), as vacas foram inseminadas com sêmen descongelado a 37 °C por 

30 segundos imediatamente antes da IA. Todas as palhetas utilizadas no experimento 

pertenciam a uma única partida de um único touro, garantindo uniformidade do material 

genético. 



38 

Cada protocolo de sincronização da ovulação iniciou-se no Dia 0 (D0) com a inserção 

de um dispositivo intravaginal liberador de progesterona contendo 2 g do hormônio, associado 

à aplicação intramuscular (IM) de 2 mg de Benzoato de estradiol. No Dia 7 (D7), o implante de 

progesterona era removido, e as vacas recebiam injeções IM de 0,5 mg de Cloprostenol, 0,6 mg 

de Cipionato de estradiol e 300 UI de Gonadotrofina Coriônica Equina (eCG) para indução da 

ovulação. No Dia 9 (D9), 55 horas após a remoção da progesterona, as vacas eram inseminadas 

(Santos et al., 2018). Antes da IA, era realizada ultrassonografia transretal para mensuração do 

diâmetro do folículo dominante, e a inseminação era conduzida seguindo os respectivos 

tratamentos. O diagnóstico de gestação era realizado 30 dias após a IATF por ultrassonografia. 

Os principais parâmetros reprodutivos avaliados foram o diâmetro folicular no momento da IA 

e a taxa de prenhez. 

 

9.5 Delineamento Experimental e Análise Estatística 

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 repetições (vacas) por tratamento. Os dados das variáveis contínuas foram 

previamente avaliados quanto à normalidade (Shapiro–Wilk) e homogeneidade de variâncias 

(Welch) antes da ANOVA. As variáveis contínuas foram analisadas por análise de variância 

(ANOVA) utilizando o procedimento MIXED do software SAS 9.3. Motilidade e vigor 

espermático foram analisados como medidas repetidas (efeito de tempo), sendo testadas 

diversas matrizes de covariância, definindo-se a matriz de simetria composta (compound 

symmetry) conforme o menor valor do Critério de Informação de Akaike (AIC). A aproximação 

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 opção binomial no SAS 9.3. A significância estatística foi 

considerada para P < 0,05. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo procedimento 

Least Squares Means (LSMEANS), com comparações pareadas realizadas por meio da opção 

PDIFF = ALL. 
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10. RESULTADOS 

Não houve diferença significativa (P > 0,05) na motilidade, vigor ou morfologia 

espermática entre as temperaturas de incubação de 5 °C e 15 °C. Também não foi observado 

efeito de interação (P > 0,05) entre temperatura e tempo de incubação para nenhuma das 

variáveis analisadas. Entretanto, a motilidade espermática apresentou redução progressiva ao 

longo do tempo de incubação (P < 0,0001), passando de 63,67% no tempo 0 h para 12,17% 

após 48 h de incubação (Fig. 1). O vigor seguiu a mesma tendência, com declínio significativo 

(P < 0,0001) de 4,41 no tempo 0 h para 0,92 após 48 h (Fig. 1). Em relação à morfologia, o 

tempo de incubação influenciou as alterações de cauda (P = 0,036). A 5 ºC, os valores variaram 

entre 4,6 e 7,17% de 0 a 48 h, enquanto a 15 ºC oscilaram entre 6 e 6,5% no mesmo intervalo. 

 

 
Figura 1. Motilidade Progressiva (A) e Vigor Espermático (B) de sêmen bovino descongelado 

e refrigerado às temperaturas (T) de 5 °C e 15 °C por até 48 horas. 
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Os dados do teste de termorresistência não mostraram diferenças significativas na 

motilidade progressiva entre os tempos avaliados (P = 0,0728), nem no vigor espermático (P = 

0,1556) (Fig. 2). 

 

 
Figura 2. Teste de Termorresistência Lento (38 °C por 5 h) sobre a motilidade progressiva (A) 

e o vigor espermático (B) de sêmen bovino descongelado. 
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Figura 3. Tamanho do Folículo e Taxa de Prenhez de vacas inseminadas com sêmen 

convencional e com sêmen descongelado-refrigerado a 5 °C 
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11. DISCUSSÃO 

A motilidade espermática apresentou declínio progressivo ao longo do tempo, 

independente da temperatura de incubação. Essa redução era esperada devido ao desgaste 

fisiológico natural do espermatozoide após o descongelamento, alheio às condições de 

armazenamento. Uma vez descongeladas, as células espermáticas consomem nutrientes, 

acumulam subprodutos metabólicos e sofrem estresse oxidativo e osmótico, resultando em 

perda gradual de motilidade (Talini et al., 2019). A ausência de efeito da temperatura reforça a 

hipótese de que a degeneração espermática é inevitável após o descongelamento, sendo mais 

influenciada pelo tempo de exposição do que pela temperatura em si (Alm-Kristiansen, 2023). 

Além disso, a ausência de interação entre temperatura e tempo indica que o declínio da 

motilidade seguiu padrão semelhante nos grupos de incubação 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 deterioração espermática ao longo do tempo. 

O mesmo padrão foi observado para o vigor espermático, que também apresentou 

redução progressiva com o aumento do tempo de incubação. Estatisticamente, os valores de 

motilidade e vigor permaneceram comparáveis aos 10 e 24 h. Considerando que o sêmen bovino 

pós-descongelamento deve apresentar motilidade progressiva mínima de 30% e vigor ≥ 3 para 

assegurar a fertilização (CBRA, 2013), ambos os períodos preservaram a viabilidade do sêmen 

descongelado-refrigerado sem comprometer a fertilidade. Entretanto, manter temperaturas 

estáveis em caixas térmicas por longos períodos pode ser desafiador, especialmente quando se 

utilizam placas de gelo reutilizáveis. Portanto, um período de armazenamento de 10 h mostrou-

se a opção mais viável para garantir a estabilidade do sêmen durante o manuseio e transporte. 

Esses achados são essenciais para determinar a janela ideal de uso do sêmen descongelado-

refrigerado, proporcionando maior flexibilidade na inseminação sem comprometer a eficiência 

reprodutiva. 

A análise de morfologia espermática indicou que a temperatura de incubação não 

influenciou significativamente a integridade estrutural dos espermatozoides. Contudo, 

verificou-se aumento das alterações de cauda ao longo do tempo (P = 0,036), o que pode estar 

relacionado à maior fragilidade do flagelo após o descongelamento, tornando-o mais suscetível 

a danos osmóticos e a lesões decorrentes da criopreservação (Watson, 2000; Holt, 2000; Min 

et al., 2024). Apesar disso, a proporção de espermatozoides morfologicamente normais 

manteve-se elevada, sempre acima de 88%, indicando que a magnitude dessas alterações foi 

pequena e não comprometeu a qualidade global do sêmen para uso em inseminação artificial. 
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Os resultados do teste de termorresistência lento mostraram ausência de diferenças 

significativas na motilidade ou vigor espermático ao longo dos tempos observados. Isso sugere 

que a incubação em condições fisiológicas, simulando o trato reprodutivo feminino, não alterou 

a funcionalidade espermática em condições laboratoriais. Esses dados reforçam que o sêmen 

utilizado no presente estudo apresentou alta qualidade laboratorial, o que é particularmente 

relevante para a aplicação prática do sêmen descongelado-refrigerado na IATF, pois as células 

espermáticas mantiveram sua capacidade funcional durante todo o período avaliado. Assim, 

garante-se que os espermatozoides possam permanecer móveis por tempo suficiente para 

alcançar o oócito e completar a fertilização. Para sêmen bovino com potencial fértil adequado, 

espera-se motilidade mínima de 15% após o descongelamento (CBRA, 2013), e, neste estudo, 

a motilidade manteve-se dentro da faixa aceitável para viabilidade reprodutiva após o teste. 

O principal achado deste estudo foi a viabilidade do uso de sêmen descongelado e 

refrigerado por várias horas sem comprometer a fertilidade na IA. Esses resultados sustentam 

a hipótese de que a refrigeração do sêmen após o descongelamento pode ser uma alternativa 

prática para reduzir a dependência do nitrogênio líquido no manejo reprodutivo, quando 

necessária. As taxas de prenhez estáveis endossam essa abordagem, demonstrando que ela não 

afeta a eficiência da IATF, ao mesmo tempo que oferece maior flexibilidade logística e redução 

de custos operacionais, especialmente em regiões remotas. As taxas de prenhez das vacas 

inseminadas com sêmen convencional e com sêmen descongelado-refrigerado foram 

semelhantes, 47% e 56%, respectivamente, confirmando que a refrigeração após o 

descongelamento não impacta negativamente a fertilidade do sêmen em condições de campo. 

Além disso, a ausência de efeitos significativos sobre o diâmetro folicular sugere que não houve 

diferenças fisiológicas entre os grupos. Ambos os grupos de vacas apresentavam boas 

condições reprodutivas. No entanto, a literatura descreve de forma consistente que o tamanho 

do folículo ovulatório exerce influência direta sobre a fertilidade, sendo esta negativamente 

afetada quando o diâmetro folicular é inferior a 10 mm (Perry et al., 2005, 2007; Ferraz Junior 

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

 

 

 

 

 

 

 



44 

12. CONCLUSÃO 

Esses resultados confirmam que o sêmen descongelado e refrigerado pode ser utilizado 

por até 10 horas sem comprometer a fertilidade na inseminação artificial em tempo fixo. A 

motilidade e o vigor espermático diminuíram ao longo do tempo, mas permaneceram dentro 

dos limites aceitáveis por até 24 horas. O teste de longevidade mostrou que a incubação em 

condições fisiológicas semelhantes às das vacas não afetou a funcionalidade espermática. As 

taxas de prenhez permaneceram estáveis, demonstrando seu potencial para reduzir a 

dependência do nitrogênio líquido e mantendo a eficiência reprodutiva.  
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