
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUPLEMENTAÇÃO DE TOUROS COM SABÕES CÁLCICOS DE ÁCIDOS GRAXOS 

POLI-INSATURADOS E QUALIDADE SEMINAL PRÉ E PÓS-CONGELAÇÃO. 

 

 

 

 

 

 

MÓNICA MARCELA RAMÍREZ HERNÁNDEZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE 

2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUPLEMENTAÇÃO DE TOUROS COM SABÕES CÁLCICOS DE ÁCIDOS GRAXOS 

POLI-INSATURADOS E QUALIDADE SEMINAL PRÉ E PÓS CONGELAÇÃO. 

 

 

 

 

 

 

Autor: Mónica Marcela Ramírez Hernández 

Dissertação apresentada como requisito parcial para a 

obtenção do Grau de Mestre em Ciências Veterinárias na 

área de Reprodução Animal. 

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Macedo Gregory. 

                                                                Co-Orientador: Prof.Dr. Harold Ospina Patino. 
 

 

 

 

PORTO ALEGRE 

2010



"Para os crentes, Deus está no princípio de todas as coisas; para os cientistas, no final 

de toda reflexão". 

            Max Planck    

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço aos meus pais por eles serem os primeiros e principais mestres na minha 

vida. 

 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico CNPq pela 

concessão da bolsa que me permitiu continuar o mestrado e finalizá-lo com sucesso. 

 

À Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ao programa de Pós-Graduação em 

Ciências Veterinárias por fornecer as condições necessárias à minha formação de Mestrado. 

 

À Central de Coleta e Processamento de sêmen PROGEN
® 

e toda a sua equipe, pela 

extrema boa vontade e apoio na realização deste trabalho. 

 

Ao Professor Dr. Ricardo Macedo Gregory pela oportunidade, confiança e amizade. 

 

Ao Professor Dr. Harold Ospina Patino, o qual tem auxiliado não só meu 

crescimento profissional, mas também meu crescimento pessoal, sempre me 

proporcionando apoio, ensinamentos e acima de tudo amizade. 

 

À Professora Dra. Mari Lourdes Bernardi pela ajuda na avaliação dos resultados. 

 

Ao homem da minha vida, amigo, companheiro e namorado Camilo, que esteve 

sempre ao meu lado me incentivando em todos os momentos, tornando tudo mais fácil, 

além de proporcionar na minha vida mais um sonho. 

 

Aos meus amigos e colegas do grupo de Suplementação de Ruminantes pela alegria 

ao fazer o trabalho e trabalhar como um verdadeiro time. 

 

Ao Laboratório de Nutrição Animal, Reprolab, Laboratório de Inseminação 

Artificial e muito especialmente à Empresa Arm & Harmmer Megalac-E®. 



 

 

RESUMO 

 

O objetivo do experimento foi avaliar o efeito da suplementação de touros adultos com 

sabões cálcicos de ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) sobre as características 

qualitativas do sêmen pré e pós-descogelação. Foram utilizados vinte touros com idades 

entre 4 e 10 anos, das raças Angus, Braford, Brangus e Hereford distribuídos 

aleatoriamente em dois grupos com dez touros cada um. Os tratamentos avaliados 

foram: sabões cálcicos ou suplementação energética. Os touros foram mantidos em 

piquetes individuais e alimentados durante 77 dias com dietas isoenergéticas elaboradas 

com: forragem verde, concentrado comercial, sal mineral e sabões cálcicos ou 

suplemento energético. Os touros recebendo o tratamento com sabões cálcicos (SF) 

receberam 200 g/dia de Megalac-E
®

 e os do tratamento com suplemento energético 

(SE) receberam 750 g/dia de raspa de mandioca (Manihot esculenta, Crantz). A coleta 

do sêmen foi realizada a cada 15 dias utilizando vagina artificial e as amostras de sêmen 

avaliadas quanto ao volume, concentração, motilidade, morfologia, avaliação da 

integridade do acrossoma e diferenciação de espermatozóides vivos de mortos por meio 

de coloração tripa azul/giemsa, avaliação da integridade da membrana da cauda por 

meio de teste hipoosmóstico (HO) e longevidade dos espermatozóides por meio de teste 

de termorresistência (TTR). Também foram coletadas amostras de sangue para 

avaliação das concentrações de testosterona. O tipo de suplemento energético não 

afetou o volume e a concentração de espermatozóides, nem a concentração de 

testosterona no sangue. O sêmen de touros suplementados com sabões cálcicos de 

PUFA apresentou valores superiores quanto à motilidade espermática (83.3% vs. 

75.3%), percentagem de espermatozóides vivos (94,8% vs. 91,8%) e número de 

espermatozóides com acrossoma íntegro (98,0% vs. 96,6%). Interações significativas 

foram encontradas entre tratamento e coleta para percentagens de espermatozóides 

normais (p = 0.0344) e percentagens de espermatozóides positivos ao HO (p = 0.0168). 

Não foi encontrada diferença significativa entre os grupos para percentagens de 

motilidade dos espermatozóides pós-congelação, nem motilidade após o teste de 

termorresistência (TTR) aos 30 minutos e aos 60 minutos. Os resultados do HO do 

grupo recebendo suplemento funcional não foi diferente do grupo com suplemento 



 

 

energético. Durante o período de suplementação o grupo com suplemento funcional 

teve percentagens maiores de espermatozóides vivos (51,5% vs. 42,2%) e com 

acrossoma íntegro (48,0% vs. 39,2%) quando comparado com o grupo que recebeu 

suplemento energético. A suplementação com sabões cálcicos de PUFA em touros pode 

influenciar positivamente nas características qualitativas do ejaculado conferindo maior 

resistência aos espermatozóides submetidos a processos de criopreservação. 

 

Palavras Chave: Touros, sabões cálcicos, mandioca, características seminais, ácidos 

graxos poli-insaturados. 



 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this experiment was evaluate of the effect of the supplementation of adult bulls 

with calcium soaps of polyunsaturated fatty acids (PUFA) on the qualitative characteristics 

of the semen subjected to cryopreservation and thawing. Twenty adult bulls Angus, 

Hereford, Brangus and Braford were randomly assigned into two groups; they were 

subjected to two types of treatment: (SF) calcium soap; (SE) and energy source. The bulls 

were kept in individual pens and, during 77 days, they were fed on isoenergetic diets 

prepared with green grass, commercial concentrate, mineral salt, and calcium soaps of 

PUFA or energy supplement. The treatment supplemented with calcium soaps of PUFA 

received 200 g/d of Megalac-E®; and the treatment supplemented with other energy source 

received 750 g/d from cassava meal (Manihot esculenta, Crantz). During the period of the 

experiment, five collections of semen were performed with artificial vagina; the semen 

samples were evaluated considering the following variables: seminal volume, sperm 

concentration, sperm motility, morphology, evaluation of acrosome intact and 

differentiation of live and dead spermatozoa by staining tripan blue/giemsa, evaluation of 

the integrity membrane sperm through hypoosmotic swelling test (HO) and evaluation of 

longevity of sperm using the heat resistance tests (TTR). Two blood samplings were 

performed for assessing the concentration of blood testosterone. The results regarding the 

volume, sperm concentration and blood testosterone concentrations did not differ 

significantly between treatments during the experimental period. The group supplemented 

with calcium soaps of PUFA presented improvements in the percentages of sperm motility 

(83.3% vs. 75.3%). The percentages of live sperm (94,8% vs. 91,8%) and those with intact 

acrosome (98,0% vs. 96,6%) were higher compared with the group that received energy 

supplement. Significant interaction was found between treatments and samplings with 

regard to the percentage of normal sperms (p = 0.0344) and those with positive reaction to 

the HO (p = 0.0168). No significant differences were found between treatments in the 

percentages of the post-freezing motility and the motility of sperm subjected to TTR after 

30 minutes and after 60 minutes showed no significant differences between treatments. The 

results of HO were not different between the groups with functional and energy 

supplement. During the supplementation period, the group with functional supplement 



 

 

presented higher percentages of live sperm (51,5% vs. 42,2%) and sperms with intact 

acrosome (48,0% vs. 39,2%) when compared with the group that received energy 

supplement. Supplementation with calcium soaps of PUFA can provide better features and 

higher resistance to sperm when submitted to the process of cryopreservation and thawing. 

 

Keywords: Bulls, calcium soaps, cassava, seminal characteristics, polyunsaturated 

fatty acids. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A fertilidade é um dos pararâmetros mais importantes na determinação da eficiência 

bioeconômica na pecuária de corte.  

Os níveis de fertilidade são o resultado de uma combinação de fatores relacionados 

com o potencial genético, as condições ambientais e o manejo sanitário e nutricional. 

Embora a fertilidade verdadeira do touro não seja determinada antes de ser usado em uma 

vaca, podem ser usados testes e avaliações para predizer o potencial de fertilidade 

(KASTELIC e THUNDUNATHIL, 2008). 

A alta fertilidade do touro é um dos componentes chaves na produção bovina 

eficiente, cada animal pode proporcionar milhares de doses de sêmen e acasalar-se com 

muitas fêmeas por ano, quando utilizado em biotecnologias como inseminação artificial, 

transferência de embriões e fecundação in vitro.  Por tanto a qualidade seminal tem grande 

importância no sucesso ou fracasso das principais biotecnologias da reprodução utilizadas 

atualmente (PAES et al, 2008). 

Para a estimação da fertilidade de uma amostra de sêmen após a criopreservação 

podem ser avaliadas in vitro algumas características do espermatozóide. Resultados de 

trabalhos, testando correlações das avaliações em laboratório com as taxas de fertilidade in 

vivo são muito variáveis, uma das causas desta variabilidade se deve ao fato do que a 

população de espermatozóides obtidos para análise das amostras de sêmen congelado é 

muito heterogênea (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2006), além das múltiplas variáveis que 

possam estar influenciando incluindo as das fêmeas.  

Pesquisas que associaram qualidade de sêmen e qualidade embrionária, encontraram 

que os touros diferem no número de espermatozóides que chegam até o ovócito, e 

igualmente diferem na qualidade dos embriões produzidos (SAACKE, 2009). Portanto, as 

avaliações de laboratório usadas para testar o sêmen são uma importante ferramenta na 

predição da qualidade das amostras de material criopreservado. Como também, especial 

atenção deve ser dada na melhora da qualidade dos espermatozóides, obtendo-se, desta 

forma, uma população com melhores características e maior resistência aos processos de 
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manipulação e estresse, como é o caso da criopreservação e posterior descongelação. 

A produção e qualidade do sêmen são influenciadas por vários fatores, dos quais um 

dos mais importantes é a nutrição. O nível energético na dieta tem sido um dos 

componentes mais estudados na influencia da nutrição sobre a reprodução (BARTH et al, 

2008). 

Alimentos que possuem propriedades nutricionais básicas e benefícios fisiológicos 

específicos são conhecidos como alimentos funcionais (MORAES e COLLA, 2006). As 

fontes de ácidos graxos poli-insaturados têm demonstrado afetar beneficamente funções 

alvo especificas no corpo, sendo assim considerados alimentos funcionais.  

O fornecimento de ácidos graxos poli-insaturados essenciais (Ômega-6 e Ômega-3) 

na dieta pode influenciar positivamente a reprodução, incrementando a concentração de 

precursores para síntese de hormônios esteróides, intervindo sobre a proporção de 

fosfolipídios das membranas do espermatozóide e sobre a capacidade fecundante. 

O objetivo do experimento foi suplementar touros adultos com uma fonte comercial 

de sabões cálcicos de ácidos graxos poli-insaturados (Megalac-E®) e verificar o seu efeito 

sobre a qualidade seminal pré e pós-congelamento.   
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Qualidade Seminal 

A fertilidade do touro é um dos fatores mais relevantes nos sistemas de produção. 

Trata-se de uma característica complexa que envolve vários aspectos capazes de afetá-la 

(CAMMACK et al, 2009). 

A principal função do espermatozóide é a fecundação do ovócito, isto inclui a 

integração de uma serie de processos que estão associados a múltiplos atributos celulares 

(GRAHAM, 2001). A célula espermática deve possuir motilidade, atividade mitocondrial, 

integridade de membrana plasmática e acrossoma intacto (GRAHAM e MOCÉ, 2005). 

Igualmente os padrões de movimentação flagelar, velocidade diferencial (vigor), equilíbrio 

osmótico e a integridade dos peptídeos da membrana, determinam que os espermatozóides 

estejam aptos para a fecundação (MICELI et al, 2008). 

Claramente o sucesso da fecundação não é limitado às anomalias ou motilidade 

espermática e sim ao conjunto de processos bioquímicos, biofísicos e metabólicos 

necessários para que os espermatozóides realizem a fecundação (MICELI et al, 2008). 

 

2.2. Testes de avaliação da qualidade seminal 

A avaliação do sêmen é um componente importante na estimação do desempenho 

reprodutivo de um macho e do rebanho. A valoração de uma amostra de sêmen pode 

determinar o grau de qualidade antes de ser usado em monta natural ou processado, seja 

para Inseminação Artificial (IA), Transferência de Embriões (TE) e Fecundação in vitro 

(FIV). Usualmente esta avaliação inclui estimações de volume, concentração, motilidade e 

morfologia espermática. Atualmente avaliações que detalham a função do espermatozóide 

têm sido incorporadas, buscando predizer o potencial de fecundação, e em longo prazo 

revelar a fertilidade do macho a partir das amostras de sêmen coletadas (RODRÍGUEZ-

MARTÍNEZ, 2006). 
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Diferentes artigos reportam acerca da correlação entre fertilidade e motilidade 

espermática (KJAESTAD et al, 1993; STALHAMMAR, 1994; JANUSKAUSKAS et al, 

2001) e entre morfologia e fertilidade (GRAHAM et al, 1980; SARDER, 2004). Igualmente 

analises de amostras de sêmen de touros usados para IA que utilizam avaliações 

computadorizadas, demonstram correlações variáveis entre padrões de motilidade e 

fertilidade a campo (ZHANG, 1998; JANUSKAUSKAS et al, 2001). Contudo, a estimação 

da fertilidade pela morfologia depende da metodologia utilizada e da qualidade da amostra 

de sêmen analisada (KUSTER et al, 2004), além disso, a integridade da membrana 

espermática está mais relacionada com a fertilidade do que a motilidade 

(JANUSKAUSKAS et al, 2001; PEÑA et al, 2005).   

 A integridade e estabilidade da membrana espermática são prerrequisitos para a 

viabilidade do espermatozóide, entretanto uma membrana intata, mas funcionalmente 

instável é incapaz de interagir com o meio e fecundar o ovócito (RODRÍGUEZ-

MARTÍNEZ, 2006). O teste hipoosmótico (HO) foi desenvolvido por Jeyendran et al. 

(1984) para avaliação da funcionalidade da membrana espermática e é utilizado com 

sucesso em sêmen de varias espécies (CAIZA DE LA CUEVA et al, 1997; BORETTO et 

al, 2000). Correlações de 0,90 entre espermatozóides que reagiram ao teste de penetração 

de zona pelúcida e HO (JEYENDRAN et al, 1984) e de 0,57 com o índice de prenhez 

foram encontradas (CORREA et al, 1997). Outros autores não encontraram correlação do 

teste com a taxa de clivagem de mórulas e blastocistos (ROTA et al, 2000; BRITO et al, 

2003).   

No teste hipoosmótico o fluido é transferido dentro da célula por meio da membrana 

do espermatozóide. As membranas funcionalmente intactas têm uma expansão da cauda 

(enrolamento) e são denominadas como HO positivas. Espermatozóides com membranas 

funcionalmente defeituosas, não sofrem expansão e as caudas não reagem (JEYENDRAN 

et al, 1984). 

Além de funcional a membrana deve apresentar-se estruturalmente integra. Métodos 

de coloração com corantes supra-vitais aumentam as possibilidades de uma avaliação mais 

criteriosa da integridade estrutural das membranas do espermatozóide. A combinação de 

Tripan Azul e Giemsa pode ser utilizada para determinar a integridade da membrana 
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plasmática, assim como, da membrana do acrossoma, o Tripan Azul é um corante capaz de 

detectar espermatozóides vivos e mortos já o Giemsa distingue presença ou ausência do 

acrossoma (DIDION et al, 1989). A avaliação concomitante da integridade física e 

funcional da membrana espermática usando HO, e integridade da membrana plasmática e 

acrossomal usando dupla coloração (Tripan Azul/Giemsa), podem explicar grande 

proporção da variação da fecundação in vitro, pelo que são considerados testes 

recomendados para predizer o potencial de fecundação em amostras de sêmen usadas para 

IA e FIV (TARTAGLIONE e RITA, 2004). 

Muitas colorações fluorescentes e combinações de flouróforos têm sido 

desenvolvidas para avaliar diferentes características dos espermatozóides em varias 

espécies de mamíferos (VICKERS et al, 1990). A integridade da membrana espermática 

pode ser avaliada em sêmen fresco e congelado-descogelado por meio de 

carboxifluoresceina diacetato (CFDA) e Iodeto de Propidio (PI) (ROTA e FORSBERG, 

1995.). As colorações fluorescentes são baseadas na ligação especifica de lecitinas 

fluorescentes ou anticorpos da membrana acrossomal detectando quebra ou danos da 

matriz, sendo de especial importância para avaliação de espermatozóides que sofreram 

estresse físico (congelação-descongelação), mas os flouróforos não são adequados para 

avaliar a existência de defeitos primários do acrossoma, fazendo-se necessária a 

complementação com outras técnicas de coloração (PEÑA-MARTÍNEZ, 2004). 

Um dos fatores responsáveis pela queda na fertilidade do sêmen após a 

descongelação, decorre da diminuição do período de sobrevivência dos espermatozóides, 

provocado por alteração na qualidade das membranas espermáticas e mudanças das 

estruturas celulares, geradas pelos processos de criopreservação e posterior aquecimento 

quando a descongelação (DA SILVA et al, 2006).  

Testes envolvendo resistência metabólica espermática, simulando o trajeto dos 

espermatozóides pelo trato genital da fêmea foram desenvolvidos e testados com a 

fertilidade a campo. Dimitropoulos (1967) denominou teste de termorresistência (TTR) à 

prova que consiste na incubação de uma amostra de sêmen em banho-maria em tempos e 

temperaturas pré-determinadas, a motilidade e vigor são avaliados durante a execução do 

teste. De acordo com Henry e Neves (1998) uma amostra que apresente 15% de motilidade 
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progressiva retilínea e vigor 3 ao final do teste, pode ser considerada como uma partida de 

sêmen de boa qualidade.  

Muitas técnicas foram sucessivamente desenvolvidas, levando em consideração a 

temperatura e o tempo de incubação das células espermáticas. Arruda et al (1998) 

avaliaram sêmen congelado de bovino com dois protocolos de temperatura e tempo (TTR/L 

38°C por 5 horas e TTR/R 45°C por 1 hora), para verificação da fertilidade a campo, não 

obtendo diferença nas taxas de prenhez de fêmeas inseminadas com sêmen submetido a 

ambas provas de termorresistência. 

 

2.3. Efeito deletério da criopreservação/aquecimento sobre a qualidade seminal 

A criopreservação de células e ferramentas como a IA tem contribuído com o 

progresso da genética e avanço da produção animal moderna. Por conta da IA o ejaculado 

de um macho geneticamente superior pode ser usado para fecundar múltiplas fêmeas, 

maximizando a distribuição de genes de touros melhoradores (BAILEY et al, 2000). A 

criopreservação efetiva do sêmen precisa de um grande número de espermatozóides para 

conseguir taxas de fecundação similares às in vivo (VISHWANATH, 1995). As injurias que 

sofre o sêmen pelos processos de criopreservação e posterior descongelação afeta o 

transporte e sobrevivência dos espermatozóides no trato reprodutivo da fêmea (SALAMON 

e MAXWELL, 1995). 

O primeiro dano induzido pela criopreservação ocorre na membrana espermática 

(PARKS e GRAHAM 1992; WATSON, 1995). Avaliação por criomicroscopia eletrônica e 

marcadores para integridade de membrana demonstraram que a exposição dos 

espermatozóides a baixas temperaturas seguido de aquecimento, afeta a membrana 

plasmática da peça principal, peça intermediária, além de danos irreparáveis na membrana 

acrossomal (NORTH e HOLT, 1994; PÉREZ et al, 1996). Processos de criopreservação e 

posterior aquecimento induzem alterações no equilíbrio osmótico da célula, provocando 

grande estresse mecânico às membranas celulares (HAMMERSTEDT et al, 1990; NOILES 

et al, 1997). Medições morfométricas em sêmen de touros indicam que as cabeças dos 
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espermatozóides expostos a criopreservação são menores quando comparadas com 

espermatozóides de sêmen fresco, refletindo uma possível modificação permanente na 

arquitetura da membrana (GRAVANCE et al, 1998). Danos ultra-estruturais durante a 

criopreservação desestabilizam a membrana espermática, predispondo a defeitos como 

anormalidades ou mesmo perda do acrossoma (BAYLEY et al, 1994). 

Outras modificações da membrana espermática durante a congelação ou 

descongelação podem agravar a baixa na fertilidade do sêmen criopreservado. Geralmente 

ocorrem mudanças na organização, fluidez, permeabilidade e composição lipídica 

(NOLAN et al, 1995). Os fosfolipídios da membrana do espermatozóide são distribuídos 

assimetricamente entre a camada bilipídica, a fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina 

(PE) são localizados no interior da camada, enquanto a esfingomielina (SM) e 

fosfatidilcolina (PC) ficam na camada externa (HAMMERSTEDT et al, 1990; GADELLA 

et al, 1999). Esta assimetria acontece após a perda progressiva das funções da membrana 

plasmática do espermatozóide (MUHAMMAD et al, 2002). Diferença da sensibilidade do 

sêmen à criopreservação entre espécies é atribuída às variações na composição das 

membranas espermáticas, a susceptibilidade da membrana plasmática submetida à transição 

lipídica tem sido inversamente relacionada à proporção de colesterol presente (PETER e 

NOBLE 2001). A membrana espermática de touros e carneiros tem baixo nível de 

colesterol, considerando-se, por este motivo, mais sensíveis à criopreservação (BAYLEY et 

al, 1994). 

A capacitação das membranas espermáticas esta associada com a reorganização da 

membrana plasmática da cabeça devida à redistribuição dos fosfolipídios e remoção do 

colesterol (LANGLAIS e KENNETH, 1984; KAN e LIN, 1996). Watson (1995) sugeriu 

que a criopreservação induz modificações na membrana espermática similares com a 

capacitação. Pérez et al. (1996) demonstraram por meio de teste de fluorescência, que 

sêmen de carneiro criopreservado apresentou taxas de capacitação maiores quando 

comparado com sêmen fresco. O mesmo fenômeno ocorre com sêmen de bovino submetido 

a processos de congelação-descongelação diluído em diferentes meios de criopreservação 

(CORMIER et al, 1997). Existem muitas semelhanças entre os danos à membrana 

espermática ocorridos na criopreservação e a reação acrossômica. Harrison (1996) 
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descreveu a capacitação espermática como “uma janela de desestabilização” onde o 

espermatozóide adquire habilidade de fecundação, mas as membranas são susceptíveis a 

degeneração e espontânea reação acrossomal impossibilitando a fecundação. Em conclusão, 

pode se especular que a capacitação espermática e a criopreservação compartem 

importantes características, sendo uma versão desorganizada uma da outra (WATSON, 

2000).  

Pesquisas voltadas ao melhoramento da estabilidade da membrana espermática 

fazem se necessárias para otimizar o potencial de fecundação do sêmen, e 

conseqüentemente o desempenho reprodutivo do touro. 

 

2.4. Ácidos graxos essenciais e composição de membranas celulares 

Os ácidos graxos essenciais são ácidos graxos poli-insaturados que não podem ser 

sintetizados pelo organismo, tendo, por este motivo, necessariamente que serem consumidos na 

dieta. Os ácidos graxos essenciais (EFA) ômega-6 e ômega-3 participam numa ampla gama de 

funções essenciais no corpo entre as quais podem ser citadas: o crescimento neonatal, 

desenvolvimento de atividades cerebrais e visão, alteração na produção de leucotrienos, 

participação do metabolismo das prostaglandinas e fazem parte dos fosfolipídios das 

membranas celulares (ABAYASEKARA e WHATES, 1999). 

A forma mais comum de classificação dos EFA é baseada no número de carbonos entre 

o grupo metil terminal e primeiro duplo enlace. Segundo esta classificação os ácidos graxos 

essenciais agrupam-se nas famílias ômega-6 (n-6) e ômega-3 (n-3) (LAPOSATA, 1995). O 

ácido linoléico pertence à família n-6 e o ácido linolênico à família n-3, ambos são convertidos 

em metabólitos ativos no corpo como ácido araquidônico (AA), ácido ecosapentanóico (EPA) e 

docosahexanóico (DHA) por meio de desnaturação e elongação (HORROBIN, 1993). 

Todos os fosfolipídios têm um papel importante na formação da bicamada lipídica das 

membranas celulares, proporcionando propriedades de intercambio de cargas à superfície e 

provendo um ambiente hidrofóbico apropriado para as proteínas. Dos ácidos graxos essenciais o 

DHA é o ácido graxo de cadeia longa comumente encontrado nas membranas biológicas. 
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Especial interesse existe na utilização dos EFA por estarem relacionados ao colesterol e pela sua 

participação em funções bioquímicas relacionadas com fluidez, densidade, estabilidade e 

permeabilidade da membrana celular (STILLWELL e WASSAL, 2003).  

Cadeias longas de ácidos graxos poli-insaturados têm sido detectados nos 

espermatozóides de varias espécies mamíferas incluindo os ruminantes (POULOS et al, 1986). 

No caso do bovino o DHA representa ao redor de 55% do total de ácidos graxos, concentrado 

em forma de fosfaditiletanolamina e fosfatidilcolina (PETERS e BALL, 2004).  

A composição lipídica da membrana espermática é um dos maiores determinantes da 

motilidade, sensibilidade a processos de congelação-descongelação e fatores associados com a 

viabilidade do sêmen (PETER et al, 2001). Proporções maiores de fosfolipídios e colesterol 

presentes nas membranas espermáticas de humanos e coelhos conferem maior resistência ao 

choque térmico dos espermatozóides, quando comparados aos de espécies com uma proporção 

menor de fosfolipídios e colesterol como os encontrados nos eqüídeos, ovinos e bovinos 

(PARKS e LYNCH, 1992).  

Esta particularidade tem suscitado o estudo de alternativas como aumento do teor de 

colesterol nos diluentes. Por outro lado, sabe-se que a adição de colesterol nos diluentes pode 

afetar a habilidade da capacitação e reação acrossomal para o sucesso da fecundação. Deste 

modo, há que se buscar alternativas capazes de conferir uma maior estabilidade e resistência à 

própria membrana espermática. 

 

2.5. Ácidos graxos poli-insaturados e seu efeito sobre a reprodução 

A relação entre a nutrição e a capacidade reprodutiva dos machos tem recebido uma 

especial atenção especialmente quanto ao nível energético das dietas. Apesar de este aspecto ser 

de maior relevância nos animais em desenvolvimento e pré-púberes (BARTH et al, 2008). Em 

machos adultos as necessidades em relação a conteúdo de energia na dieta para os processos 

reprodutivos, estão relacionadas ao preenchimento das exigências nutricionais para manutenção 

do peso e produção espermática (STEVERMER et al, 1961; MOSS e DUNN., 1992.). A 

incorporação de ácidos graxos nas dietas dos ruminantes tem sido uma das melhores opções para 
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incrementar a energia, pois eles têm um potencial energético 2,25 vezes maior que os 

carboidratos (Mc DONALD et al, 2002). Desta forma melhora-se o balanço energético e como 

conseqüência a reprodução (STAPLES et al, 2002).  

Mais recentemente, o aumento no desempenho reprodutivo tem se relacionado com 

as propriedades de alimento funcional que possuem os ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) 

(BRIAN et al, 1992). Alimentos funcionais são todos aqueles ingredientes que quando fornecidos 

regularmente apresentam propriedades benéficas além das nutricionais básicas, favorecendo uma 

ou mais funções alvo no corpo (COLLA e MORAES, 2006). Segundo esta definição é possível 

afirmar que alimentos ricos em PUFA (especialmente os EFA) podem ser considerados alimentos 

funcionais. 

O ácido linoléico da série n-6 e o ácido linolênico da série n-3 são os principais EFA 

supridos na dieta, estes são metabolizados pelo organismo mediante uma seqüência de reações 

enzimáticas e convertidos em metabólitos que participam em importantes funções das células do 

corpo, tanto funcionais como estruturais (HORROBIN, 1993). Entre as principais fontes de 

ômega-6 e ômega-3 estão os óleos vegetais de milho, girassol, linhaça e canola, podendo também 

ser encontrados em cloroplastos de vegetais verdes e pastagens. As proporções de PUFAS da 

dieta consumida pelas espécies monogástricas refletem diretamente na composição das 

membranas celulares e tecidos do organismo (WHATES et al, 2007). 

O teor de PUFA da dieta tem influência na fertilidade provendo compostos 

específicos requeridos para o desenvolvimento dos espermatozóides e ovócitos. Também podem 

influenciar indiretamente, pelo impacto sobre as concentrações de hormônios e sinais 

metabólicos circulantes que são requeridos para o êxito de processos tais como ovulação, 

fecundação e sobrevivência do embrião (ROBINSON et al, 2006). Desta forma, alterações nas 

concentrações de PUFA na dieta têm sido relacionadas com mudanças na composição de ômega-

6 e ômega-3 das membranas dos espermatozóides de cachaços (CEROLINI et al, 2001) e galos 

(ZANINI et al, 2003; ZANIBONI et al, 2005), e igualmente associados a eventos relacionados 

com a fusão espermatozóide-ovócito e sucesso da fecundação (WATHES et al, 2007). 

Inclusões de PUFA na dieta de machos que apresentam espermatozóides 

susceptíveis aos choques términos, como é o caso em 30% do sêmen de garanhões que não resiste 
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aos processos de resfriamento e congelação, mostraram melhoria na qualidade seminal e aumento 

na concentração espermática (SQUIRES, 2007). Entretanto, em carneiros a suplementação com 

óleos virgens de oliva e girassol teve um impacto negativo sobre a motilidade espermática, 

viabilidade e integridade acrossomal (GRAAF et al, 2007). Estes resultados negativos, podem ser 

atribuídos à dificuldade da transferência dos PUFA da dieta à membranas celulares dos 

ruminantes, devida à ação dos microorganismos do rúmen sobre os ácidos graxos (JENKINS, 

1993).   

A composição de PUFA do sangue, membranas celulares, tecidos e leite nos 

animais não ruminantes estão associados à sua dieta. Os ruminantes apesar de possuírem em sua 

dieta fontes de PUFA, o conteúdo do sangue, membranas celulares, tecidos e leite é 

principalmente constituído por ácidos graxos saturados. Esta diferença é devida à 

biohidrogenação que ocorre no rúmen, onde os PUFA contidos na dieta ficam na sua maioria 

convertidos em ácidos graxos saturados pela atividade dos microorganismos ruminais (BRIAN et 

al, 1992). Por outro lado, as dietas dos ruminantes, geralmente não podem exceder teores maiores 

que 4 a 5% do conteúdo em lipídios, o que pode acarretar redução na eficiência dos 

microorganismos ruminais com efeito negativo sobre sua habilidade na digestão da fibra 

(WHITE et al, 1958; PALMQUIST, 1996). 

Os ácidos graxos são componentes dos fosfolipídios das membranas celulares, 

podendo afetar as propriedades e a interação entre seus componentes que estão diretamente 

relacionados com o transporte de proteínas, atividade enzimática e receptores de membrana 

(ROCHE, 1999). Estudos em camundongos têm demonstrado relações entre mudanças na 

composição dos lipídios da membrana e estímulo dos receptores de LH (SEBOKOVA et al, 

1990) e atividade esteroidogênica do testículo (MEIKLE et al, 1989). 

Em humanos e animais a composição dos alimentos, especialmente os PUFA, afeta 

o metabolismo e secreção dos esteróides (GROMADZKA-OSTROWSKA, 2006). Efeito de 

dietas com diferentes níveis de gorduras e proteínas sobre a atividade de enzimas 

esteroidogênicas (3b-HSD, 17-OHase, C-17,20-lyase, 17β-HSD) e níveis de testosterona em 

plasma foram testados. As dietas com fontes protéicas não tiveram efeito sobre a atividade das 

diferentes enzimas esteroidogênicas. Ao contrario as dietas com fontes de gorduras tiveram efeito 

tanto na atividade das enzimas como nos níveis de testosterona (McVEY et al, 2007). 
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Trabalhos realizados para testar a influencia de diferentes tipos de fontes, níveis e 

períodos de suplementação com ácidos graxos, sobre o metabolismo e secreção de andrógenos 

em camundongos, mostraram que níveis de andrógenos no plasma e a atividade de 17β- 

hidroxiesteroide deshidrogenase (17β-HSD) no testículo foram afetadas no grupo de 

camundongos submetidos à dieta com nível normal ou alto de PUFA por diferentes períodos. Os 

autores concluíram que as dietas ricas em PUFA estimulam a função esteriodogênica testicular 

dos camundongos (GROMADZKA-OSTROWSKA et al, 2002). 

 

2.6. Utilização de Sabões Cálcicos e seu efeito sobre a reprodução. 

Os sabões cálcicos (inertes ou by-pass) são produtos desenvolvidos para os 

ruminantes, e são caracterizados por seu efeito mínimo inibitório sobre o metabolismo dos 

microorganismos ruminais, sem afetar a digestibilidade intestinal, o que garante a sua 

estabilidade da composição até serem absorvidos pelo organismo (PALMQUIST, 1991; WU et 

al, 1991). Em termos gerais, os efeitos benéficos da suplementação com sabões cálcicos nas 

fêmeas têm sido atribuídos a efeitos calóricos e não calóricos (MATTOS et al, 2000). O efeito 

calórico é associado com o potencial energético das gorduras melhorando o balaço energético do 

animal e afetando positivamente o eixo hipotálamo-hipófise-gônada, levando deste modo, a 

produções em níveis adequados de LH e FSH regulando adequadamente o ciclo estral (WEBB et 

al, 2004). Outros trabalhos relatam incremento no desempenho reprodutivo pela relação com a 

síntese e metabolismo de precursores de hormônios esteróides, como por exemplo, colesterol 

(PETIT e BUHR, 1998; BACH, 2003).  

Em machos, estudos recentes têm focado o efeito da suplementação com PUFA 

sobre a melhoria na produção e qualidade seminal, como também uma possível relação com uma 

melhora nos resultados de criopreservação devidos à estabilidade na composição dos 

fosfolipídios da membrana, o que pode afetar positivamente os eventos da fecundação (KELSO 

et al, 1997; ARLAS et al, 2008). A suplementação com fontes de PUFAS e EFA em ruminantes 

tem mostrado resultados discordantes, Graaf, et al. (2007) reportam impacto negativo sobre  

algumas características do sêmen de carneiros suplementados com dietas ricas em ômega-3 e 

ômega-6, por outro lado, um trabalho recente suplementando búfalos Nili-Ravi com óleo e 
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sementes de Girassol, mostrou aumento na motilidade e porcentagem de espermatozóides 

reativos ao HO do sêmen após descongelação (ADEEL et al, 2009). 

Em condições normais, quando são suplementadas quantidades de PUFA, a 

biohidrogenação ruminal faz com que baixas concentrações cheguem até o duodeno para serem 

absorvidos (NRC, 2001). Por este motivo, processos para proteção dos PUFA da ação dos 

microorganismos ruminais resultam em maiores quantidades alcançando o intestino. Desta 

maneira, são absorvidos podendo serem aproveitados pelo organismo do animal em inúmeras 

funções como a participação de processos que afetam a reprodução. 

Os sabões cálcicos são obtidos a partir de ácidos graxos de cadeia longa que reagem 

com sais de cálcio formando um sal, este produto é estável nas condições do ambiente ruminal e 

vai ser dissociado só em ambientes de pH ácido no abomaso. Os ácidos graxos e íons de cálcio 

são liberados ao intestino, para logo serem absorvidos pelo organismo (PÉREZ, 2005). Após sua 

absorção, são metabolizados pelo organismo e transferidos eficientemente às membranas dos 

espermatozóides (BRIAN et al, 2003), podendo assim, melhorar as características dos 

espermatozóides contribuindo na eficiência reprodutiva do macho bovino. 
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3. ARTIGO.  

 

3.1 SUPLEMENTAÇÃO DE TOUROS COM SABÕES CÁLCICOS DE ÁCIDOS 

GRAXOS POLI-INSATURADOS E QUALIDADE SEMINAL PRÉ E PÓS-

CONGELAÇÃO. 

Mónica Marcela Ramírez Hernández, Juan Camilo Angel Cardona, Diogo del Ré, Maria 

Inês Mascarenhas Jobim, Rodrigo Costa Mattos, Harold Ospina Patino e Ricardo Macedo 

Gregory. 

 

RESUMO 

A qualidade do sêmen é determinante no desempenho reprodutivo do touro, 

alternativas nutricionais como a suplementação com ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) 

para melhorar a qualidade seminal têm sido estudadas nas espécies monogástricas com 

sucesso. O objetivo deste experimento foi avaliar a qualidade seminal de touros 

suplementados com sabões cálcicos de PUFA. Vinte touros das raças Angus, Brangus, 

Hereford e Braford foram distribuídos aleatóriamente em dois grupos, cada um com dez 

animais. Cada grupo recebeu uma dieta balanceada e suplemento isoenergético de duas 

fontes energéticas diferentes, (SF) foi suplementado com sabões cálcicos de PUFA e o (SE) 

recebeu raspa de mandioca (Manihot esculenta, Crantz). A qualidade seminal foi avaliada 

utilizando testes rotineiros e complementares durante o período experimental. O grupo 

suplementado com sabões cálcicos de PUFA comercial (Megalac-E®) apresentou 

diferenças significativas para motilidade espermática (83,3% vs. 75,3%) quando comparado 

com o grupo suplementado com raspa de mandioca. Houve um aumento da percentagem de 

espermatozóides com acrossoma íntegro (94,8% vs. 91,8%) e um aumento do número de 

espermatozóides vivos (98,0% vs. 96,6%) no grupo suplementado com sabões cálcicos de 

PUFA. Não foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos para volume, 

concentração espermática e concentração de testosterona em sangue (p ≤ 0.68). No presente 

estudo foram encontradas interações significativas entre tratamento e número de coleta para 
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percentagem de espermatozóides normais (p = 0.0344) e percentagem de espermatozóides 

com teste hipoosmótico (HO) positivo (p = 0.0168). O tipo de suplemento usado não afetou 

a motilidade dos espermatozóides após a descongelação, os testes HO e teste de 

termoresistência rápido (TTR) não apresentaram diferenças entre os grupos suplementados 

(p ≤ 0.92). A suplementação com sabões cálcicos de PUFA aumentou as percentagens de 

espermatozóides com acrossoma íntegro (48,0% vs. 39,2%) e proporcionou um incremento 

no número de espermatozóides vivos (51,5% v.s 42,2%).  

Palavras chaves: Touros, sabões cálcicos, qualidade seminal, raspa de mandioca.    

 

ABSTRACT 

 

The quality of the semen is crucial for the reproductive performance of the bull. 

Studies in monogastric species showed that supplementation with polyunsaturated fatty 

acids (PUFA) can be used as alternative to improve successfully the seminal quality. This 

study aimed at the assessment of the seminal quality of bulls supplemented with calcium 

soaps of PUFA. Twenty Angus, Brangus, Hereford and Braford bulls were distributed 

randomly into two groups with ten animals each. Every group received a balance diet and 

isoenergetic food supplemented with two different energy sources: (FS) supplemented with 

calcium soaps of PUFA; and (ES) fed on cassava (Manihot esculenta, Crantz). The seminal 

quality was evaluation routinely and the complementary tests were assessed during the 

experimental period. The (FS) supplemented with calcium soaps of commercial PUFA 

(Megalac-E®) has presented significant differences for sperm motility (83,3% vs. 75,3%), 

increased the percentages of intact acrosome (94,8% vs. 91,8%) and live sperm (98,0% vs. 

96,6%). The sperm volume, sperm concentration and testosterone concentration have not 

presented differences between the groups during the period (p ≤ 0.68). Significant 

interactions between the treatment and the sampling were obtained for the percentage of 

normal spermatozoa (p = 0.0344) and of positive HO (p = 0.0168) of fresh semen from 

supplemented bulls.  The type of supplement used did not affect sperm motility after the 

thawing, the HO test and TTR showed no differences between groups supplemented (p ≤ 

0.92). Supplementation with calcium soaps of PUFA increased the percentage of sperm 
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with intact acrosome (48,0% vs. 39,2%) and provided an increase in the number of live 

sperm (51,5% vs. 42,2%).  

 

Keys Words: Bulls, calcium soaps, semen, cassava meal. 

 

INTRODUÇÃO 

Os sistemas produtivos bovinos eficientes se caracterizam por excelentes 

desempenhos reprodutivos, para atingir este objetivo, faz-se necessário conhecer os fatores 

que envolvem a fertilidade. A qualidade do sêmen afeta diretamente o desempenho 

reprodutivo do touro (PETERS e BALL, 2004), pois as características seminais exercem 

um efeito importante desde o momento que os espermatozóides entram no trato reprodutivo 

da fêmea até o momento da fecundação (MICELI et al, 2008). Nishikawa (1959) 

estabeleceu variações na fertilidade a partir das diferentes características seminais. 

Posteriormente outros autores relacionaram com a concentração espermática, percentual de 

espermatozóides morfologicamente normais e a motilidade (MOSTARI et al, 2004; 

SARDER, 2004).  

As biotecnologias da reprodução assistida são ferramentas atuais cada vez mais 

utilizadas nos sistemas de produção de bovinos na busca de eficiência reprodutiva. A 

inseminação artificial (IA) é a técnica mais utilizada no mundo para o melhoramento 

genético e é a ferramenta mais importante para a reprodução intensiva. No Brasil a 

comercialização de doses de sêmen nacional tem demonstrado uma evolução de 113% nos 

últimos 20 anos, sendo que no ano 2008 foram vendidas 8.204.783 doses de sêmen tanto 

das raças de carne quanto às de leite (ASBIA, 2008). Deste modo, torna-se cada vez mais 

importante o entendimento dos fatores que podem influenciar nos resultados dos programas 

de inseminação artificial, entre eles a qualidade do sêmen pós-congelação. 

A nutrição influencia de forma direta e indireta a fertilidade nos ruminantes. Para o 

sucesso da fecundação o espermatozóide precisa de nutrientes específicos para seu 

desenvolvimento e posterior sobrevivência. Igualmente as concentrações de hormônios e 
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outros sinais metabólicos (e.x glicose e colesterol) são requeridos pelo organismo para o 

sucesso dos processos envolvidos na fecundação (ROBINSON et al, 2006). 

O nível energético tem sido um dos componentes mais abordados nos estudos da 

influência da nutrição sobre a produção e qualidade seminal, sendo mais importante nos 

animais em desenvolvimento destinados a serem futuros reprodutores (BARTH et al, 

2008.). Atualmente os estudos da influência da nutrição sobre a fertilidade bovina se têm 

focado nas estratégias nutricionais para aumentar a qualidade dos espermatozóides nos 

machos e resposta a programas de sincronização de estros, assim como, a qualidade do 

embrião nas fêmeas (ABAYASEKARA e WHATES, 1999).  

Estudos recentes demonstram que a suplementação com ácidos graxos nos machos 

objetiva em especial utilizar os benefícios que eles possuem como alimento funcional 

(COLLA e MORAES, 2006), melhorando a qualidade seminal e incrementando os 

precursores de hormônios necessários para os processos reprodutivos (McVEY M.J. et al, 

2007; ARLAS et al, 2008). Em touros os ácidos graxos poli-insaturados são importantes 

para a integridade e viabilidade da membrana espermática, além disso, Kelso et al. (1997) 

encontraram uma diminuição das concentrações de ácidos graxos poli-insaturados no 

plasma seminal com o envelhecimento dos indivíduos. Desta maneira faz-se muito 

importante avaliar os possíveis benefícios da suplementação com PUFA sobre a qualidade 

seminal em touros. 

O objetivo do presente estudo foi suplementar touros com sabões cálcicos de PUFA 

(Megalac-E®) e avaliar as características do sêmen determinando o seu efeito sobre a 

qualidade seminal pré e pós-congelação.    
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local e duração do experimento 

O experimento foi realizado na central de processamento e congelamento de sêmen 

PROGEN®, localizada a 3,5 km. do município de Dom Pedrito na região da campanha do 

Rio Grande do Sul, Brasil. O período experimental começou no dia 15 de Outubro do 2008 

com a pesagem dos animais, avaliação andrológica e inicio da suplementação, e foi 

concluído no dia 30 de Dezembro do 2008. Foram realizadas cinco coletas de sêmen a cada 

quinze dias para avaliar qualidade do sêmen fresco. O sêmen foi congelado e 

posteriormente avaliado. Também foram realizadas duas coletas de sangue para medir 

concentração de testosterona. As avaliações pós-descongelação foram realizadas no 

Laboratório de Reprodução Animal (REPROLAB) do Departamento de Medicina Animal 

da UFRGS. 

 

Tratamentos 

Os tratamentos consistiram na avaliação de dois tipos de suplementos energéticos 

fornecidos para animais alimentados individualmente com pastagens cortadas dependendo 

da época do ano (pastagem de aveia ou campo nativo), ração comercial e sal mineral. A 

formulação dos alimentos realizou-se para que as dietas fossem isoenergéticas, a 

composição da dieta é apresentada na (tabela 1.). Os tratamentos avaliados foram os 

seguintes:  

SF: 200 g/d de sabões cálcicos de ácidos graxos poli-insaturados (Megalac-E®). 

SE: 745 g/d de raspa de Mandioca (Manihot esculenta, Crantz). 
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Tabela 1. Composição bromatológica e componentes dos ingredientes utilizados na 
formulação das dietas.  

 Pastagem Ração Megalac-E® Mandioca 

MS % 36,5 80,9 95,6 87,3 

PB % 8,0 17,6 0,4 3,3 

EE % 3,1 4,3 44,2 0,5 

FDA % 27,8 15,0 - 4,0 

FDN % 54,0 15,1 - 11,1 

LIG % 

Ácido Linoléico % 

Ácido Linolênico % 

6,7 4,7 - 

41 

2,8 

1,6 

E.M (Mcal/kg)   9,27 2,63 

E.M Consumo (Mcal)   1,77 1,71 

Fontes: Laboratório Nutrição Animal UFRG, Empresa Arm & Harmmer Megalac-E®. 

 
Na tabela 2 é apresentada a composição da dieta de cada grupo durante o período de 
suplementação. 

 

Tabela 2. Componentes em percentagem de peso vivo (% PV) 

 Suplemento Funcional Suplemento Energético 

Megalac-E ® (%PV) 0.02  - 

Raspa de Mandioca (%PV) - 0.07  

Ração Comercial (%PV) 0.2  0.2   

Pastagem (%PV) 2.5  2.5  

Sal Mineral (%PV) 0.01  0.01  
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Área experimental 

Os animais estiveram alocados em vinte piquetes individuais de um hectare cada, 

divididos com cerca elétrica com cochos e bebedouros individuais. As coletas de sêmen 

foram realizadas no centro de manejo do laboratório de processamento e congelação.  

Unidades experimentais  

Foram utilizados vinte touros das raças Angus, Brangus, Hereford e Braford, com 

um peso médio de 950 Kg. e idades entre 4 e 10 anos. Cada animal foi considerado uma 

unidade experimental e designado aleatóriamente a cada um dos tratamentos. Foi efetuada 

uma aleatorização estratificada para que existissem animais de diferentes raças e idades 

similares dentro dos tratamentos. 

Condução do experimento 

Quando do começo do período experimental foi realizada avaliação andrológica e 

pesagem de cada touro. Os animais foram suplementados individualmente e realizadas 

cinco coletas de sêmen com intervalo aproximado de 15 dias. A primeira coleta foi 

determinada como período de adaptação. A qualidade seminal foi acompanhada por meio 

das avaliações rotineiras (volume, concentração, motilidade, vigor e porcentagem de 

anormalidades) e testes complementares (coloração dupla Tripan azul/Giemsa e Teste 

Hiposmótico). Para congelação as amostras de sêmen foram diluídas em citrato-gema com 

4% de glicerol, embaladas em palhetas de 0,5 ml com uma concentração de 40 x 106 

espermatozóides totais por dose, identificadas e armazenadas em nitrogênio liquido a – 

196°C para posteriores avaliações pós-descongelação. Também foram tomadas e 

conservadas congeladas duas amostras de soro para determinação da concentração de 

testosterona sérica. As amostras de sangue para analise de concentração de testosterona 

coletaram-se por meio de Vacutainer® e punção da veia coccígea em tubos sem 

anticoagulante para separação do soro. A concentração de testosterona em ng/mL foi 

medida por meio de radioimunoensaio que mede o esteróide na sua forma inconjugada 

(CHEN e BOOKSTEIN, 1991). 
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 Para determinação da qualidade das pastagens fornecidas, foram coletadas amostras 

aproximadamente cada 20 dias. 

As partidas de sêmen foram descongeladas e avaliadas para determinar a sua 

qualidade pós-congelação. Foram avaliados os quesitos como: motilidade progressiva 

retilínea, integridade do acrossoma e diferenciação de espermatozóides vivos e mortos por 

meio de uma coloração dupla (Tripan azul e Giemsa), integridade de membrana da cauda 

por meio do teste hipoosmótico (HO) e longevidade dos espermatozóides pelo teste de 

termorresistência rápido (TTR/R). 

 

Analise Estatística 

O modelo matemático usado foi: 

yijk = μ + τi + tk + (τ*t)ik + ε’ijk 

i = 1,...,a; j = 1,...,b; k = 1,...,n 

a = número de tratamentos; b = número de animais; n = número de coletas. 

onde: 

yijk = observação ijk 

μ = média geral 

τi= efeito do tratamento i 

tk = efeito da coleta k 

(τ*t)ik = efeito da interação entre tratamento i e coleta k 

ε’ijk = efeito do erro cuja estrutura contém a variância entre os animais dentro do 
tratamento e, também, a variância entre as medidas repetidas, dentro dos animais.  

 

Utilizou-se a análise de variância com medidas repetidas no tempo para dois 

tratamentos e quatro coletas. Em algumas variáveis utilizou-se quando significativa a 

primeira coleta como co-variável (concentração espermática e HO pré e pós-congelação) no 
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caso onde foi necessário foram transformadas as variáveis em arco seno (motilidade 

espermática, percentagem de acrossomas íntegros e motilidade dos espermatozóides 

submetidos ao TTR/R aos 30 e 60 minutos), o software utilizado foi o SAS e as medias 

diferenciadas pelo teste-t. a estrutura da matriz de covariância que resulta em melhor ajuste 

do modelo foi escolhida com base nos menores valores para o Critério de Informação de 

Akaike (AIC) e Critério de Informação Bayesiano Swarz (BIC). 
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RESULTADOS 
 

Motilidade espermática, percentagens de acrossoma íntegro e espermatozóides vivos  

 

O sêmen dos touros alimentados com dietas contendo suplemento funcional teve um 

incremento da motilidade de 11% ( p=.0443), de 3% na percentagem de espermatozóides 

com acrossoma íntegro e de 1.5% nos espermatozóides vivos (p ≤ 0.05), quando comparado 

com o sêmen de touros recebendo suplemento energético. 

  

Tabela 3. Motilidade espermática, percentagens de acrossomas íntegros e de 

espermatozóides vivos dos touros alimentados com dietas contento suplementos 

funcional e energético. 

Pârametros (%) Suplemento 

Funcional  

Suplemento 

Energético 

p-value 

Motilidade Espermática 2 83.37 (1.16) a 75.37 (2.33) b p = 0.0443 

Acrossomas Íntegros 2 94.86 (0.35) a 91.86 (0.56) b p = 0.0001 

Espermatozóides vivos 98.05 (0.25) a 96.63 (0.32) b p = 0.0013 

a,b Diferenças significativas entre os tratamentos. 
(2) Variáveis transformadas em arco seno. 

 

Percentagens de espermatozóides normais e percentagens de espermatozóides que 

reagiram positivamente ao HO (teste hipoosmótico) 

 

Foram encontradas interações significativas entre tratamento e número de coleta 

para percentagens de espermatozóides normais (p = 0.0344) e HO positivos (p = 0.0168), 

os valores são apresentados nos gráficos 1 e 2. 
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Gráfico 1. Interações entre tratamento e coleta encontradas para percentagem de 

espermatozóides normais dos touros durante o período de suplementação. 

 

 

SF: Suplemento Funcional; SE: Suplemento Energético.  
(*)    Símbolo em cima das barras indica diferença significativa (p ≤ 0.001) teste-t. 
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Gráfico 2.  Interação entre tratamento e coleta para percentagem de espermatozóides que 

reagiram positivamente ao teste hipoosmótico. 

 

 

SF: Suplemento Funcional; SE: Suplemento Energético.  
(1) Uso da covariável. 
(*) Símbolo em cima das barras indica diferença significativa (p ≤ 0.05) teste-t. 
 
 

Os resultados quanto ao volume seminal (6,8 mL vs 6,4mL), concentração 

espermática (997.5 sptz/mL vs. 1,064 sptz/mL)  e concentração de testosterona no sangue 

(4.11 ng/mL vs. 4.73 ng/mL) não apresentaram diferença significativa entre os touros 

durante o período de suplementação (p ≤ 0.68).  

 

Na tabela 4 são apresentados os resultados de motilidade espermática pós-

descongelação e testes complementares TTR/R e HO, não foi encontrada diferença 

significativa para estes parâmetros entre os tratamentos durante o período de 

suplementação. Durante o experimento os valores de espermatozóides que apresentaram 

acrossoma íntegro foram superiores no grupo suplementado com sabões cálcicos, O mesmo 
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foi verificado para percentagem de espermatozóides vivos, quando comparado com o grupo 

recebendo suplemento energético. 

Tabela 4. Percentagens de motilidade pós-congelação, motilidade aos 30 minutos 
(TTR), motilidade aos 60 minutos (TTR) e percentagens de HO positivo. Valores em 
media (erro standard). 

Parâmetro (%) Suplemento 
Funcional 

Suplemento 
Energético 

p-value 

Motilidade  37,5 (1,7) 30,5 (1,8) p = 0.1027 

TTR 30min. 1,2 29,7 (2,0) 25,8 (1,9) p = 0.3255 

TTR 60min. 1,2 20,6 (2,0) 20,2 (2,0) p = 0.9221 

HO 1  56,1 (1,9) 51,3 (1,8) p = 0.1819 

Acrossomas 
Normais 

48,0 (1,8) a 39,2(1,8) b p = 0, 0034 

Espermatozóides 
Vivos 

51,5 (2,0) a 42,2 (2,0) b p = 0, 0056 

a,b Letras diferentes nas linhas apresentam diferença estatística.  
(¹) Primeira coleta como covariavél. 
(2) Variável transformada em arco seno. 

 

  

DISCUSSÃO 

A suplementação de touros com dietas contendo suplemento funcional de sabões de 

cálcio de ácidos graxos poli-insaturados melhoraram a motilidade em oito pontos 

percentuais, incrementaram o número de espermatozóides com acrossoma íntegro (94,8% 
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vs. 91,8%) e apresentaram maior número de espermatozóides vivos (98,0% vs. 96,6%). 

A suplementação com ácidos graxos poli-insaturados têm mostrado efeitos positivos 

sobre a capacidade reprodutiva de machos adultos. A manipulação da dieta contendo PUFA 

muda a composição dos componentes dos espermatozóides de varias espécies domésticas 

(PENNY et al, 2000; BLESBOIS et al, 2004), melhorando as características físicas e 

metabólicas das membranas espermáticas, plasmática e acrossomal (PETER et al, 2001). 

Dessa forma pode se conferir homogeneidade aos espermatozóides e incrementar a 

possibilidade de que maior número cheguem ao istmo útero-tubárico aumentando a 

probabilidade de fecundação (SAACKE, 2009). 

 Vários estudos demonstram uma redução na motilidade e número de 

espermatozóides do ejaculado de touros com deficiências de ácido docoxahesanóico (DHA) 

na proporção dos fosfolipídios do espermatozóide (KELSO et al, 1997). No presente estudo 

não houve analises do perfil de PUFA nas membranas espermáticas, contudo pode se supor 

uma possível transferência dos PUFA dos sabões cálcicos contidos na dieta às membranas 

dos espermatozóides, mudando e melhorando suas características. 

 Dietas altas em energia têm um efeito deletério sobre a qualidade seminal, esta 

resposta pode ser devida ao acumulo excessivo de gordura no escroto prejudicando 

termoregulação (COULTER, 2002). Neste estudo as dietas foram isoenergéticas, indicando 

que o efeito na qualidade espermática é devido ao potencial funcional da suplementação 

com PUFA e não ao conteúdo calórico das dietas. Não entanto no período quente do ano o 

suplemento não teve o mesmo efeito, possivelmente pela deficiente termoregulação das 

raças taurinas quando submetidas a temperaturas fora da zona de conforto térmico (VALLE 

et al, 2005) 

No presente trabalho foram encontradas interações significativas entre tratamentos e 

número de coleta para percentagem de espermatozóides normais (p = 0.0034) e 

percentagem de H.O positivo (p = 0.0168) 

 Para percentagem de espermatozóides normais o grupo recebendo suplemento 

funcional teve número maior de espermatozóides normais durante todo o período de 
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suplementação. A terceira coleta apresentou diferença significativa e houve uma baixa na 

percentagem de espermatozóides normais na quarta coleta e na quinta coleta os valores 

subiram. A baixa do parâmetro na coleta quatro foi devida possivelmente ao efeito do 

aumento da temperatura no mês de Dezembro (GUATAMBU, 2008). Na coleta cinco 

houve provavelmente uma resposta compensatória ao estresse térmico aumentando o 

número de espermatozóides normais. Estudos com raças taurinas e zebuínas demonstraram 

correlações entre temperatura máxima e mínima com características de qualidade seminal, 

sugerindo que aumentos de temperatura têm efeito sobre a espermatogênese afetando a 

qualidade do sêmen (DUARTE, 2005). Tanto parâmetros fisiológicos como características 

seminais especialmente a concentração apresentaram um aumento como resposta 

compensatória perante um estresse térmico sofrido pelo organismo do animal (VALLE et 

al, 2005). 

A percentagem de espermatozóides que apresentaram H.O positivo apresentou 

diferença significativa nas coletas quatro e cinco. Talvez o tempo desde o começo do 

período experimental até a terceira coleta não foi suficiente para mostrar os efeitos do 

tratamento sobre este parâmetro, se observando uma mudança depois de percorridos trinta 

dias de suplementação, mostrando que tempo do efeito da suplementação sobre a 

estabilização dos componentes da membrana espermática foi superior. Uma pesquisa 

recente com búfalos suplementados com óleo ou sementes de girassol e grupo controle, não 

obteve diferença no número de espermatozóides com reação H.O positiva para o sêmen 

fresco, no entanto o H.O de sêmen pós-congelação foi superior (p < 0,05) para os animais 

suplementados com dietas contendo girassol (ADEEL et al, 2009). Estudos com fêmeas 

encontraram que animais suplementados com fontes de PUFA apresentam embriões com 

maior número de blastômeros comparados com embriões de fêmeas suplementadas com 

fontes de ácidos graxos saturados (THANGAVELU et al, 2007). De acordo com estes 

estudos e os resultados do presente, pode se presumir uma transferência efetiva dos PUFA 

da dieta às membranas celulares, além de conferir melhores características e resistência a 

processos de estresse tanto físicos quanto metabólicos.  

Neste estudo o volume (p ≤ 0.59), concentração de espermatozóides (p ≤ 0.51) e 

concentrações de testosterona no soro (p ≤ 0,68), não apresentou diferença significativa 



40 

 

entre os tratamentos. Adeel et al, (2008) suplementando búfalos com fontes de PUFA não 

encontrou diferença significativa entre os grupos para volume e concentração de 

espermatozóides. Em um trabalho com garanhões suplementados com óleo de arroz, Arlas 

et al, (2008) verificaram diferenças quanto à concentração de espermatozóides. A 

concentração de testosterona no soro não apresentou diferenças significativas entre os 

tratamentos.   

As percentagens para motilidade pós-descogelação (37.5% vs. 30.5%) e testes 

complementares HO positivo e TTR/R (56.1% vs. 51,3% e 25,1% vs. 23.0%) apresentadas 

pelos dois grupos, mantiveram-se dentro de padrões aceitáveis na avaliação da qualidade de 

sêmen após descongelação segundo Henry e Neves (1998). 

As percentagens de motilidade espermática após o TTR/R não apresentaram 

diferença significativa entre os tratamentos (p ≤ 0.92), o mesmo foi verificado quanto ao 

número de espermatozóides com teste HO positivo (p ≤ 0.18). Embora neste estudo não 

fossem observadas diferenças entre os grupos suplementados com diferentes fontes 

energéticas, os resultados apresentam valores dentro da normalidade, para os atributos 

avaliados (HENRY e NEVES, 1998). 

A percentagem de espermatozóides com acrossoma íntegro e o número de 

espermatozóides vivos durante o período de suplementação foi estatisticamente superior em 

22% para o grupo suplementado com sabões de cálcio de PUFA, quando comparado com o 

grupo recebendo suplemento energético (48% vs. 39,2% e 51,5% vs. 42,2%). Durante a 

criopreservação são induzidas as maiores mudanças na morfologia da membrana do 

espermatozóide. Pettitt e Buhr (1998) reportaram modificações dos fosfolipídios do 

espermatozóide durante a criopreservação e posterior aquecimento, com o maior dano 

sofrido pela membrana plasmática da cabeça. Posteriormente Cerolini et al. (2001) acharam 

um decréscimo dos fosfolipídios de espermatozóides submetidos a processos de congelação 

e descongelação. No presente trabalho o sêmen de touros suplementados com sabões 

cálcicos de PUFA apresentaram maior número de espermatozóides vivos com melhores 

características morfológicas do acrossoma dos espermatozóides após descongelação. 

 



41 

 

CONCLUSÃO 

A suplementação de touros com sabões cálcicos de PUFA (Megalac- E®) melhorou 

a motilidade espermática do sêmen fresco, incremento as percentagens de espermatozóides 

com acrossoma íntegro e as percentagens de espermatozóides vivos no sêmen pré e pós-

congelação. Melhorando a qualidade seminal aumentando a probabilidade da fecundação e 

incrementando a resistência dos espermatozóides a processos de criopreservação.   
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

A suplementação de touros doadores de sêmen com sabões cálcicos de ácidos 

graxos poli-insaturados aumentou a motilidade espermática do sêmen fresco e melhorou as 

características morfológicas dos espermatozóides, favorecendo a resistência física e 

metabólica das membranas espermáticas aos processos de estresse, como a criopreservação 

e posterior aquecimento. Estudos que permitam conhecer uma efetiva transferência dos 

ácidos graxos poli-insaturados da dieta às membranas espermáticas convertem-se em um 

ponto importante para afirmar esta hipótese. 

 

O conhecimento dos componentes das membranas dos espermatozóides e dos 

acontecimentos ocorridos após coleta, pode ajudar no entendimento da variabilidade nos 

resultados das taxas de prenhez a campo. Igualmente, pesquisas futuras devem ser 

conduzidas com o objetivo de avaliar as taxas de prenhez de vacas inseminadas com sêmen 

de touros suplementados com sabões de cálcio de ácidos graxos poli-insaturados. Com isto, 

viabilizar a utilização regular de este tipo de suplemento nas centrais de coleta e 

processamento de sêmen.   

 

Por outro lado, torna-se necessário avaliar o efeito do suplemento durante as épocas 

quentes do ano, podendo haver influência maior pelo desconforto térmico dos animais que 

o efeito próprio dos sabões cálcicos. 
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