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PARÂMETROS REPRODUTIVOS DE MACHOS DA RAÇA NELORE DE BAIXA E 
ALTA EFICIÊNCIA ALIMENTAR SUPLEMENTADOS COM ÁCIDOS GRAXOS 

PROTEGIDOS EM PASTAGEM  
 
RESUMO 
As dietas enriquecidas com fontes de ácidos graxos poliinsaturados (AGPs) para 
touros jovens no período da puberdade a maturidade sexual podem exercer efeito 
positivo no desempenho reprodutivo. Além disso, selecionar animais jovens de 
melhor eficiência alimentar (baixo consumo alimentar residual - CAR) é muito 
importante para os programas de melhoramento genético. Dentro desse contexto, o 
objetivo do presente estudo foi avaliar os parametros reprodutivos de machos jovens 
da raça Nelore de baixa e alta eficiência alimentar suplementados com ácidos 
graxos (AGs) protegidos em regime de pastagem. Foram utilizados 48 machos 
jovens com média de 14,3±0,13 meses de idade e peso de 389,5±5,43 kg. O 
delineamento experimental foi inteiramente casualisado em arranjo fatorial 2 x 2 
(CAR x suplementação) sendo, 24 animais baixo ou negativo CAR com ou sem 
suplementação com AGs e 24 alto ou positivo CAR com ou sem suplementação com 
AGs. As dietas experimentais foram isoproteicas. O período de suplementação foi de 
dezembro à outubro. Os animais foram mantidos em pastagem de capim-marandu, 
em lotação contínua e taxa de lotação fixa. As mensurações de características de 
crescimento, de consumo alimentar, concentrações plasmáticas de metabólitos e 
hormônios, avaliação andrológica e ultrassonografia testicular foram realizadas a 
cada 28 dias, dos 14 aos 24 meses de idade. A criopreservação espermática foi 
realizada na última colheita, momento em que os animais apresentavam 24 meses 
de idade. Após descongelação foram realizados avaliações computadorizadas da 
cinética espermática (CASA), teste de termorresistência rápido (TTR), integridade da 
membrana plasmática e acrossomal e produção in vitro de embriões (PIVE). Os 
dados foram analisados pelo procedimento PROC MIXED do SAS. Os touros de 
baixo CAR apresentaram peso corporal inicial maior (398,0±5,4) do que os de alto 
CAR (380,9±5,4) e mantiveram a diferença durante todo o experimento (P<0,05). Os 
animais que receberam suplementação com AGs protegido apresentaram maiores 
concentrações plasmática de colesterol, lipoproteína de alta densidade (HDL) e 
testosterona (161,5±3,2 ng/dL, 67,2±1,6 ng/dL e 12,2±0,6 ng/mL, respectivamente) 
em relação aos tratamentos sem AGs (124,5±3,2 ng/dL, 57,9±1,6 ng/dL e 10,5±0,6 
ng/mL, respectivamente) (P<0,05). Não foram observadas diferenças entre os 
tratamentos para consumo alimentar, ecotextura testicular, análise do sêmen fresco 
e PIVE (P>0,05). No entanto, para a avaliação do sêmen pós-descongelação, as 
velocidade espermáticas (VAP - de trajeto, VSL - em linha reta e VCL - curvilinear; 
µm/s) analisadas pelo CASA foram maiores para os touros suplementados com AGs 
protegido (82,6±1,6, 68,6±1,2 e 132,0±3,2 para VAP, VSL e VCL, respectivamente) 
em relação aos que receberem suplementação sem AGs (76,2±1,6, 64,2±1,2 e 
122,3±3,2; VAP, VSL e VCL, respectivamente) (P<0,05). Apesar dessas diferenças 
de velocidade espermática, coleterol e testosterona sanguínea são necessários 
avaliações em conjunto com outros testes reprodutivos para determinar a real 
influência dos AGs na qualidade espermática.    

 
Palavras chave: CAR, embrião, lipídeos, sêmen e touros.  
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REPRODUCTIVE PARAMETERS OF NELORE MALES OF LOW AND HIGH FEED 
EFFICIENCY SUPPLEMENTS WITH PROTECTED FATTY ACIDS IN PASTURE 

 
 
ABSTRACT 
Diets enriched with sources of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) for young bulls 
from puberty to sexual maturity may have a positive effect on reproductive 
performance. In addition, selecting young animals with better feed intake (low 
residual feed intake - RFI) is very important for breeding programs. Thus, the aim of 
this study was to evaluate the reproductive parameters of young Nelore bulls of low 
and high feed intake supplemented with PUFA in the pasture. The total of 48 young 
males were used with a 14.3±0.13 months of age and a weight of 389.5±5.43 kg. The 
experimental design were completely randomized in a factorial 2 x 2 (RFI x 
supplementation) being 24 animals high RFI with or without supplementation with 
PUFA and 24 animals low RFI with or without supplementation with PUFA. The diets 
were isoproteic. The supplementation period was from December to October and the 
animals were kept in Brachiaria brizantha cv. Marandu pasture in continuous 
stocking during the experimental period. The measurements of growth 
characteristics, feed intake, plasma concentrations of metabolites and hormones, 
andrological evaluation and testicular ultrasonography were performed every 28 
days, from 14 to 24 months of age. Sperm cryopreservation was performed it the last 
collections, at which time the animals were 24 months old. After thawing, computer 
aided semen analysis (CASA), rapid thermoresistance sperm tests (TTR), integrity of 
the plasma membrane and acrosomal and in vitro embryo production (IVEP) were 
performed. The data were analyzed by the SAS procedure PROC MIXED. The low 
CAR bulls have had higher initial body weight (398.0±5.4) than high CAR (380.9±5.4) 
and maintained the difference throughout the experiment (P<0.05). The animals that 
received supplementation with PUFA had higher plasma concentrations of 
cholesterol, high density lipoprotein (HDL) and testosterone (161.5±3.2 ng/dL, 
67.2±1.6 ng/dL e 12.2±0.6 ng/mL, respectively) in relation to treatments without 
PUFA (124.5±3.2 ng/dL, 57.9±1.6 ng/dL e 10.5±0.6 ng/mL, respectively) (P<0.05). 
No differences were observed between treatments for feed intake, testicular 
ecotexture, analysis of fresh semen and IVEP (P>0.05). However, sperm evaluation 
after thawing, the spermatic velocities (VAP - average path velocity, VSL - straight 
linear velocity and VCL - curvilinear velocity; μ  / s) analyzed  y CASA were hi her 
for bulls supplemented with PUFA (82.6±1.6, 68.6±1.2 e 132.0±3.2 para VAP, VSL e 
VCL, respectively) in relation for bulls without PUFA (76.2±1.6, 64.2±1.2 e 122.3±3.2; 
VAP, VSL e VCL, respectively) (P<0,05). Despite these differences in sperm velocity, 
coleterol and testosterone evaluations are needed in conjunction with other 
reproductive tests to determine the actual influence of PUFA on sperm quality. 
     
Keywords: bulls, embryo, lipids, RFI e semen. 
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1. Introdução 

 

 

 No Brasil, a pecuária de corte tem grande importância econômica e social. O 

país é o segundo maior produtor de carne do mundo (9,6 milhões de toneladas), 

atrás apenas dos EUA e o segundo exportador com 1,7 milhões de toneladas por 

ano, atrás da Índia com 2,1 milhões de toneladas (ANUALPEC, 2016). Porém, o 

sistema de produção de carne bovina, que está relacionado principalmente à 

exploração de pastagens, necessita ser mais eficiente e produtivo. Desta forma, os 

principais pilares na busca por técnicas que melhorem a eficiência e a produtividade 

do rebanho se sustentam na nutrição e na reprodução animal.   

 A maturidade sexual é considerada a idade em que o animal atinge o 

potencial satisfatório de fertilidade. Portanto, o touro pode ser considerado 

sexualmente maduro quando atingir a habilidade de realizar a cópula e promover a 

fecundação do oócito (SCHMIDT-HEBBEL et al., 2000; BRITO et al., 2004a). De 

acordo com Eler (2004), existe um mito de que as raças zebuínas apresentam 

características reprodutivas mais tardias, porém existem animais tardios e precoces. 

É necessário e importante identificar e selecionar os mais precoces na maturidade 

sexual, pois estes começam a vida reprodutiva mais rapidamente, tornando-se mais 

eficientes e lucrativos (BRITO, 2006). Embora, a precocidade dependa da genética, 

não se pode desconsiderar o importante papel da nutrição, a qual afeta diretamente 

o desenvolvimento corporal e, consequentemente, o desempenho reprodutivo do 

animal (BRITO, 2006; BARTH; BRITO; KASTELIC, 2008).  

O manejo de suplementação em pastagem é realizado para suprir as 

deficiências nutricionais dos bovinos, principalmente na época das secas, em que a 

gramínea já não oferece os nutrientes necessários para os animais ganharem peso 

e garantirem a reprodução (REIS et al., 2011). A suplementação com ácidos graxos 

poliinsaturados (AGPs), principalmente o ácido linolênico (n-3) e linoleico (n-6), foi 

anteriormente proposta para melhorar a eficiência e o desempenho reprodutivo em 

bovinos (WATHES et al., 2007). Os AGPs são metabolizados pelo organismo e 

transferidos eficientemente às membranas dos espermatozoides (BRIAN; SURAI; 

ROOKE, 2003), uma vez que estes ácidos já foram detectados nos espermatozoides 
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de várias espécies mamíferas, incluindo os ruminantes (POULOS et al, 1986). A 

importância deste achado reside no fato de que a composição lipídica da membrana 

espermática é um dos maiores determinantes da motilidade, sensibilidade a 

processos de criopreservação/descongelação e fatores associados com a 

viabilidade do sêmen (PETER; RAYMOND, 2001). 

 Os custos da alimentação representam mais da metade do custo total da 

produção de bovinos e melhorias na eficiência alimentar são considerações 

importantes para o crescimento da pecuária (KENNEDY; VAN DER WERF; 

MEUWISSEN, 1993). Em bovinos de corte, a preocupação para seleção envolvendo 

a eficiência alimentar só recebeu maior atenção nas últimas duas décadas, devido 

aos altos custos dos insumos e pelos problemas ambientais na produção animal 

(HERD et al., 2002). Neste sentido, tem sido dada uma crescente atenção para 

aumentar a eficiência do rebanho, diminuindo tanto o consumo de alimento quanto 

os efeitos do impacto ambiental, devido à produção de metano pelos bovinos.  

 Pesquisas têm sido realizadas para se estudar o consumo alimentar residual 

(CAR), que tem se revelado uma ferramenta importante a ser utilizada no 

melhoramento genético de bovinos de corte (MERCADANTE; RAZOOK, 2010). O 

CAR é calculado como a diferença entre o consumo observado menos o consumo 

estimado. Dessa forma, animais mais eficientes têm um baixo ou negativo CAR 

(consumo observado menor do que o predito para o ganho observado) e os menos 

eficientes têm um alto ou positivo CAR (consumo observado maior do que o predito) 

(ARTHUR et al., 2001; CREWS, 2005). 

 Alguns estudos indicaram relação inversa entre os índices de fertilidade e 

melhoria da eficiência alimentar em bovinos jovens (ARTHUR et al., 2005; 

BASARAB et al., 2007), tais como pior motilidade espermática em touros jovens com 

melhor eficiência alimentar (AWDA et al., 2013) e negativa associação entre 

eficiência alimentar e qualidade do sêmen baseada na morfologia espermática 

(HAFLA et al., 2012; AWDA et al., 2013). Segundo Wang et al. (2012), houve uma 

tendência de maior número de touros jovens (um ano de idade) classificados para 

baixo CAR não atingiram o mínimo desejado para motilidade espermática (60%) em 

relação a alto CAR. 
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 No entanto, Fox et al. (2004) não relataram diferença no perímetro escrotal 

(PE), concentração do sêmen, motilidade e anormalidades espermáticas em touros 

Bonsmara classificados para alto, médio e baixo CAR. Porém, os resultados de 

estudos que investigaram as relações entre CAR e desempenho reprodutivo ainda 

são bastante controversos e, portanto, há uma preocupação com animais de maior 

eficiência alimentar (baixo CAR) em relação à reprodução. Desta forma, é de suma 

importância estudar os parâmetros reprodutivos de touros da raça Nelore de baixa e 

alta eficiência alimentar suplementados com ácidos graxos (AGs) em pastagem.  

 

2. Revisão Bibliográfica 

 

 

2.1 Puberdade e maturidade sexual 

  A puberdade em machos bovinos é uma característica reprodutiva de grande 

importância econômica, podendo em programas de melhoramento ser selecionado 

touros jovens capazes de transferir à sua progênie características como fertilidade, 

precocidade, capacidade de ganho de peso e musculosidade (FONSECA, 2009).  

 Puberdade é definida por vários conceitos, como o surgimento da atividade 

sexual, revelada pela espermatogênese e interesse sexual (VALE FILHO; 

FONSECA; FRENEAU, 1993; FRENEAU, 1996). O início da puberdade está 

relacionado com o aparecimento dos primeiros espermatozoides no sêmen. 

Segundo Wolf, Almquist e Hale (1965), a idade da puberdade é determinada quando 

o ejaculado apresentar concentração espermática mínima de 50 x 106 

espermatozoides/mL e 10% de motilidade (HAMILTON, 2007). A puberdade sofre a 

influência de fatores: genéticos, ambientais e nutricionais (VÁSQUEZ; VERA; 

ARANGO, 2003). Segundo Barth e Ominski (2000) e Rawlings et al. (2008), o 

método de maior acurácia para estimar a puberdade é o PE, a qual apresenta alta 

correlação com o peso dos testículos, a produção de espermatozoides e a qualidade 

do sêmen (COULTER; FOOTE, 1979; GREGORY et al., 1991; VÁSQUEZ; VERA; 

ARANGO, 2003). 

 A maturidade sexual do touro é alcançada com o crescimento gonadal e 

corporal e com mudanças quantitativas e qualitativas do sêmen, no qual o ejaculado 
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deve possuir, no mínimo, 50% de motilidade espermática progressiva, concentração 

espermática de 1000 x 106 espermatozoides/mL e morfologia espermática com no 

máximo: 15% de defeitos espermáticos maiores e 30% de defeitos espermáticos 

totais (LUNSTRA; ECHTERNKAMP, 1982; GARCIA; PINHEIRO; OKUDA, 1987; 

RAWLINGS et al., 2008). Maturidade sexual é marcada por eventos característicos 

semelhantes para raças taurinas e zebuínas, porém, o tempo para o aparecimento 

dessas características são diferentes (GUIMARÃES, 1997).  

 Nos bovinos, o crescimento das gônadas está associado à secreção de 

esteróides e o PE apresenta correlação significativa com idade à puberdade e 

maturidade sexual (LUNSTRA; FORD; ECHTERNKAMP, 1978). Fêmeas de raças 

cujos touros têm maior PE também são mais precoces e possuem melhores índices 

de fertilidade (MARTINS FILHO; LÔBO, 1991; MARTIN et al., 1992), sugerindo que 

medidas testiculares constituem parâmetros que podem auxiliar no processo de 

melhoria da eficiência reprodutiva dos rebanhos.  

 Com isso, definimos que a puberdade sexual é o marco inicial do processo 

reprodutivo, enquanto que a maturidade sexual é a idade em que o animal atinge o 

seu máximo potencial reprodutivo para realização da cópula e promover a 

fecundação do oócito (WOLF; ALMQUIST; HALE, 1965; SCHMIDT-HEBBEL, 2000; 

BRITO et al., 2004a).  

  

2.2 Ultrassonografia testicular 

 Os testículos são gônadas duplas, de forma ovoide e localização extra-

abdominal no interior de uma bolsa escrotal pendulosa. Suas funções são a 

espermatogênese e a produção de hormônios, como a testosterona (KÖNIG; 

KIEBICH, 2011; CARVALHO, 2012).  

O exame de ultrassonografia do testículo é um método não invasivo, simples 

e seguro que aliado às avaliações andrológicas pode ajudar no diagnóstico precoce 

de alterações fisiológicas do órgão avaliado (PECHMAN; EILTS, 1987; SANCHEZ; 

AFONSO, 2000; JEDRASZCZYK, 2004; JUCÁ et al., 2009; NEPOMUCENO et al., 

2013). A ultrassonografia transcutânea é usada para avaliação dos testículos, 

epidídimos e cordão espermático e pelo acesso transretal é possível examinar as 
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glândulas vesiculares, ampolas, próstata e bulbouretrais (OLIVEIRA; DIAS; 

FELICIANO, 2013).  

As imagens ultrassonográficas são interpretadas através da ecogenicidade, 

que é a capacidade que diferentes estruturas têm em refletir ondas do ultrassom 

gerando ecos, conforme a densidade dos tecidos que constituem os órgãos 

(SANCHEZ; AFONSO, 2000; NYLAND et al., 2004). As variações são: hiperecoico, 

imagem de coloração branca e brilhante; hipoecoico, imagem com escala de cinza e 

com pontos menos brilhantes; e anecoico, imagem com coloração negra 

(SANCHEZ; AFONSO, 2000; KEALY; MCALLISTER, 2005). A ecotextura é o termo 

usado para definir o padrão de imagem do tecido, que pode ser homogêneo ou 

heterogêneo, enquanto o termo isoecoico define quando a ecogenicidade tecidual é 

a mesma das estruturas adjacentes (NEPOMUCENO et al., 2013). Esses 

parâmetros das imagens ultrassonográficas são classificados de forma subjetiva 

pelo especialista, não havendo acurácia na determinação do padrão de 

ecogenicidade e ecotextura da estrutura investigada. Deste modo, é sugerido o 

emprego de ferramentas mais precisas na tentativa de diminuir esta subjetividade 

realizando análises computadorizadas. 

Ahmadi et al. (2013) avaliaram características ultrassonográficas dos 

testículos e descreveram o uso de valores médios de pixels (ecogenicidade), os 

valores de intensidade de pixel mínimo e máximo e a heterogeneidade de pixel pelo 

desvio padrão dos valores médios (ecotextura). A metodologia remove a 

subjetividade da avaliação, tornando-a mais precisa e com maior repetibilidade. 

Assim, o padrão de pixel das imagens obtidas pelo ultrassom pode apresentar 

variação em escala cinza de 0 (anecoico, imagem negra) a 255 (hiperecoico, 

imagem branca).  

O parênquima testicular de bovinos é considerado homogêneo e 

moderadamente ecogênico (PECHMAN; EILTS, 1987; CARDILLI et al., 2010). Além 

disso, estudos observaram que touros que atingem a puberdade mais precocemente 

dentro de um rebanho apresentam ecogenicidade hiperecoica quando comparado 

àqueles mais tardios (CHANDOLIA et al., 1997; ARAVINDAKSHAN et al., 2000; 

KASTELIC et al., 2001; BRITO et al., 2002; BRITO et al., 2004a; ABDEL-RAZEK; 

ALI, 2005; CARDILLI et al., 2012). 
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Segundo Evans et al. (1996) e Ahmad et al. (2011), a ecotextura testicular 

está diretamente associada à maturidade sexual, além de estar correlacionada com 

a capacidade espermatogênica do órgão, apresentando associação com a área dos 

tubulos seminíferos (COULTER; BAILEY, 1988; GÀBOR, 1998). O padrão de pixel 

para se detectar o desenvolvimento testicular apresenta potencial para revelar mais 

detalhes do desenvolvimento dos túbulos seminíferos e a espermatogênese 

(ABDEL-RAZEK; ALI, 2005; GIFFIN; BASTLEWSKI; HAHNEL, 2014). Aravindakshan 

et al. (2000) avaliaram animais taurinos e concluíram que houve aumento da 

ecogenicidade do parênquima testicular do nascimento até 4 meses, sendo esse 

aumento atribuído à proliferação celular. De 4 a 8 meses foi observada diminuição 

da ecogenicidade do parênquima, a qual foi explicada pelo aumento de volume dos 

túbulos seminíferos e também da porção fluido/tecido no parênquima testicular. 

Após 8 meses houve aumento da ecogenicidade, atribuido ao início da divisão das 

espermatogônias e a formação de maior quantidade de células maduras na 

espermatogênese. 

Novas técnicas ultrassonográficas estão sendo empregadas e aperfeiçoadas 

para avaliar a integridade vascular do sistema reprodutor dos machos, a exemplo do 

doppler colorido, "power" e espectral (NEPOMUCENO et al., 2013). Os testículos e o 

epidídimo são supridos com o sangue da artéria testicular, que se origina da aorta 

dorsal, ao nível da terceira vértebra lombar (BUDRAS et al., 2007). A 

ultrassonografia Doppler, associada à bidimensional, pode dar informações em 

tempo real da arquitetura vascular e dos aspectos hemodinâmicos da artéria 

testicular (CARVALHO et al., 2008). O Doppler espectral mensura a velocidade do 

fluxo sanguíneo em função do tempo (DOGRA et al., 2003). As variáveis observadas 

são: a velocidade de pico sistólico (VPS), a velocidade diastólica final (VDF) e os 

índices de resistência (IR) e de pulsatilidade (IP), que são calculados por meio da 

seguinte fórmula: IR = (VPS - VDF) / VPS e IP = (VPS - VDF) / M, em que: M 

representa a média entre VPS e VDF (WOOD et al., 2010). O fluxo normal da artéria 

testicular apresenta ondas vasculares com picos amplos e contínuos e alta 

velocidade de fluxo na diástole (CARVALHO, 2004). Alterações tissulares nos 

testículos induzem ao aumento das velocidades do fluxo sanguíneo (VPS e VDF) e 

dos índices (IR e IP) (SCHURICH et al., 2009).  
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2.3 Avaliação andrológica 

O exame andrológico é uma avaliação dos fatores que permitem estimar o 

desempenho reprodutivo dos machos (FONSECA et al., 1997). O procedimento é de 

fácil realização e de baixo custo, tendo como prática as avaliações clínica, 

comportamental e a qualidade espermática (OLIVEIRA; SILVA, 2013). Essas 

avaliações devem fazer parte da rotina e do manejo reprodutivo das propriedades, 

sendo recomendada na determinação do início da puberdade, na avaliação dos 

reprodutores antes da estação de monta, nos programas de colheita e conservação 

de sêmen e nos centros de comercialização dos reprodutores (GOULETSOU; 

FTHENAKIS, 2010). 

A avaliação clínica consiste no exame físico do touro, verificando o estado 

geral, aparelho locomotor, olhos, temperatura, auscultação digestiva e pulmonar 

além da idade (SNOWDER et al., 2002; BARBOSA, 2006; ALVES et al., 2006) e o 

escore de condição corporal (ECC; escala de 0 a 9 para animais extremamente 

magros e gordos, respectivamente) (WAGNER et al., 1988). Os ECCs extremos 

prejudicam tanto a libido quanto a qualidade espermática (SARGISON, 2008).  

O sistema reprodutor deve ser examinado pela inspeção e palpação dos 

órgãos genitais externos ou seja, prepúcio, pênis, bolsa escrotal, testículos e 

epidídimo (BARBOSA, 2006; SARGISON, 2008). O PE e o volume testicular variam 

com a raça, idade, estado nutricional, estresse e estação do ano (NOAKES; 

PARKINSON; ENGLAND, 2001). Os órgãos genitais internos (glândulas vesiculares, 

ampolas, bulbouretrais e próstata) são avaliados através da palpação retal e/ou 

ultrassonografia em grandes ruminantes (OLIVEIRA; SILVA, 2013; OLIVEIRA; DIAS; 

FELICIANO, 2013). A avaliação do comportamento sexual é realizada verificando-se 

a capacidade do macho em detectar as fêmeas em estro e realizar a cópula 

completa, demonstrando capacidade de serviço (OLIVEIRA; SILVA, 2013; 

EMBRAPA, 2014).  

A avaliação espermática é a parte do exame andrológico que se realiza após 

a colheita de sêmen, que pode ser feita por eletroejaculação ou por vagina artificial 

(GONÇALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008; OLIVEIRA; SILVA, 2013). A análise 

seminal está baseada em técnicas de microscopia, tendo como principais 
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parâmetros a motilidade, vigor, concentração e morfologia (CRESPILHO et al., 

2009). Segundo Saacke (2009) já foi demonstrada a existência de variação 

individual (efeito touro) quanto ao número de espermatozoides que chegam até o 

oócito e na qualidade dos embriões produzidos. Portanto, as avaliações que 

detalham a função do espermatozoide têm sido incorporadas, buscando predizer o 

potencial de fecundação e, em última escala, revelar a fertilidade do macho a partir 

das amostras de sêmen coletadas (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).  

O exame andrológico é baseado principalmente nas normas estabelecidas 

pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). Esses exames de 

rotina e testes comportamento sexual, associados com desempenho reprodutivo em 

regime de monta natural, permitem predizer com maior confiabilidade o potencial 

reprodutivo dos machos, possibilitando ao produtor a otimização do uso de seus 

reprodutores (MARTINS, 2001). 

 

2.4 Criopreservação espermática  

A criopreservação do sêmen contribui para expansão das técnicas 

reprodutivas como a inseminação artificial (IA), transferência de embrião (TE) e a 

fecundação in vitro (FIV). No entanto, o processo de criopreservação espermática e 

posterior descongelação podem afetar a motilidade, reduzindo a sobrevivência e a 

capacidade de fecundação do espermatozoide, além de ocasionar alterações 

metabólicas que, em conjunto, comprometem a fertilidade (NAIR et al., 2006; 

BARBAS; MASCARENHAS, 2009).  

Com isso, é muito importante serem utilizados meios de criopreservação em 

que o mínimo de espermatozoides sejam lesionados, permitindo a preservação da 

motilidade e da integridade da membrana plasmática, protegendo-os contra o 

choque térmico, mantendo o equilíbrio eletrolítico e a pressão osmótica (PICKETT; 

AMANN, 1993; ENGLAND, 1993; MANJUNATH; THÉRIEN, 2002). Além dos meios 

diluidores, o sêmen no processo de criopreservação sofre influência de outros 

fatores, tais como crioprotetores e curvas de refrigeração e criopreservação 

(FORERO-GONZALEZ et al., 2012).  

Os meios de criopreservação espermática são compostos por substâncias 

iônicas e não iônicas responsáveis pela conservação da osmolaridade e 
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tamponamento, por fontes de lipoproteínas necessárias para a prevenção do choque 

térmico, por crioprotetores como glicerol, etilenoglicol e dimetilsulfóxido (DMSO), por 

fontes de energia apresentadas por açúcares, como glicose e frutose, e por 

antibióticos, enzimas e detergentes (VISHWANATH; SHANNON, 2000). As 

substancias diluidoras mais utilizadas como agente protetores aos processos de 

refrigeração e criopreservação são: gema de ovo, leite desnatado e glicerol (SIEME; 

OLDENHOF; WOLKERS, 2015).  

A curva de refrigeração é uma das principais etapas do processo de 

criopreservação, sendo muito importante para reduzir o metabolismo das células 

espermáticas (MAZUR, 1984; SALAMON; MAXWELL, 2000). No entanto, mudanças 

irreversíveis na membrana celular dos espermatozoides começam de maneira geral 

entre 20°C e 5°C (QUINN et al., 1980; WATSON, 1995). Nesta fase, a membrana 

plasmática passa do estágio líquido para o estágio cristalino (gel), podendo causar 

ruptura e perdas de seus arranjos celulares (AMANN; PICKETT, 1987; HOLT, 2000; 

SIEME; OLDENHOF; WOLKERS, 2015). Se o espermatozoide não for refrigerado 

apropriadamente, ele sofrerá danos que poderão resultar em perda da motilidade, 

viabilidade e capacidade fecundante (WATSON, 1995; HOLT, 2000). Segundo Leite 

et al. (2010), a curva de refrigeração de 0,25ºC/min e tempo de equilíbrio de 4 horas 

de duração foi melhor para motilidade total e progressiva e apresentou menos danos 

à membrana plasmática e acrossomal.  

No processo de criopreservação, os espermatozoides devem ser submetidos 

à refrigeração moderada e controlada, diminuindo a possibilidade de perda da 

viabilidade celular, por minimizar a possibilidade de formação de cristais de gelo no 

interior da célula espermática (KUMAR; MILLAR; WATSON, 2003). Quando a curva 

de criopreservação é lenta ocorre a desidratação das células, evitando a formação 

de cristais de gelo intracelular, no entanto, a alta concentração de solutos pode 

causar danos às células. Na curva rápida, não há tempo para ocorrer a desidratação 

e a concentração dos meios extra e intracelular são semelhantes, levando a 

formação de cristais de gelo intracelulares, que geram estresse osmótico e danos 

aos espermatozoides (WATSON, 2000; LEITE et al., 2011; SIEME; OLDENHOF; 

WOLKERS, 2015). Com isso, a velocidade da criopreservação deve ser lenta o 

bastante para evitar a formação de cristais de gelo intracelular, porém rápida o 
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bastante para evitar os danos causados pela exposição prolongada às altas 

concentrações de soluto (HOLT, 2000). 

Assim, como a fase de criopreservação, a descongelação é muito importante 

para a sobrevivência dos espermatozoides. Este processo causa passagens rápidas 

de água para o interior das células que se não for conduzida de maneira correta 

pode causar rompimento das membranas (WATSON, 1995; HOLT, 2000). O 

protocolo de descongelação preconizado para bovinos é a manipulação das 

palhetas de 0,25 e 0,5 mL em temperatura de 35 a 37°C, por 20 a 30 segundos 

(ASBIA 2017).  

 Para obtenção de melhor acurácia na predição da fertilidade do sêmen 

criopreservado é necessário uma associação de testes complementares in vitro 

(SIKKA, 1996; SILVA, 2000; BUENO, 2000). Dentre esses testes, pode-se incluir os 

que avaliam as características do movimento espermático, potencial de membrana 

mitocondrial, a integridade da membrana plasmática e acrossomal, a capacidade de 

penetração no muco cervical, reação acrossomal, o reconhecimento da zona 

pelúcida, a fusão espermatozoide e oócito, o grau de estresse oxidativo sofrido pelo 

espermatozoide e a integridade do seu DNA. O teste de fertilização in vitro possui 

maior correlação com a fertilidade (WHITFIELD; PARKINSON, 1995), no entanto, o 

melhor método é a taxa de prenhez após IA (ZHANG et al., 1999). 

 

2.5 Análise computadorizada de avaliação espermática 

As técnicas computadorizadas de avaliação espermática fornecem 

informações de parâmetros cinéticos de uma amostra de sêmen com base na 

avaliação individual das células e com avaliação detalhada das variáveis, o que não 

é possível através da análise convencional subjetiva (MOSES et al., 1995; 

JANUSKAUSKA; ZILINSKAS, 2002).   

A técnica de CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) utiliza um software 

que analisa e salva as informações relativas a várias características da cinética 

espermática. A motilidade total (MT, %) é representada pela soma de todas as 

células móveis, a motilidade progressiva (MP, %) representa a porcentagem de 

células com movimento progressivo, a velocidade rápida (RAP, %) é a porcentagem 

de espermatozoides com movimentos rápidos. A velocidade de trajeto (VAP, µm/s) é 
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a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula. A velocidade em linha reta ou 

linear progressiva (VSL, µm/s) é a distância considerando uma linha reta entre o 

ponto inicial e o final da trajetória dividida pelo tempo decorrido. A velocidade 

curvelinear (VCL, µm/s) é a velocidade média mensurada de ponto a ponto do trajeto 

percorrido pela célula. Esta é sempre a maior das três velocidades e serve como 

elemento de cálculo para a linearidade (CONTRI et al., 2010).  

A amplitude de deslocamento lateral de cabeça (ALH, µm) é a amplitude de 

deslocamento médio da cabeça do espermatozoide durante deslocamento. A 

mensuração da ALH está relacionada com a capacidade de penetração na zona 

pelúcida do oócito. A frequência de batimentos flagelar cruzado (BCF, Hz) é 

determinada pela medida da frequência com que a linha da cabeça espermática 

atravessa a trajetória celular em qualquer direção. A progressividade ou 

retilinearidade (STR, %) é a relação percentual entre VSL e VAP, sendo calculada 

pela equação (VSL/VAP)*100. Estima a proximidade do percurso da célula a uma 

linha reta. A linearidade (LIN, %) é a relação percentual entre VSL e VCL, sendo 

calculada pela equação  (VSL/VCL)*100. Esta é a medida do afastamento da célula 

espermática considerando-se a trajetória em uma linha reta (MATOS et al., 2008; 

BERGSTEIN; WEISS; BICUDO 2014). A avaliação das características seminais 

através da técnica CASA melhora a objetividade e precisão das análises (KRAUSE, 

1995; GIL et al., 2000).  

 

2.6 Citometria de fluxo 

A técnica da citometria de fluxo possibilita a contagem, classificação e 

isolamento das células espermáticas que, após serem marcadas com corante 

fluorescente específico, são individualmente movidas por meio de um sistema de 

detector óptico em fluxo laminar e, então são contadas (FREITAS-DELL’AQUA et al.  

2009). Com esta técnica pode-se avaliar muitos parâmetros da célula espermática, 

como: estrutura da cromatina, integridade das membranas plasmática, status 

acrossomal, viabilidade espermática, função mitocondrial e apoptose (GRAHAM et 

al., 1990; THOMAS et al., 1998; FERRARA et al., 1997; LOVE, 2005).  

A avaliação da integridade da membrana plasmática do espermatozoide é 

muito importante para os processos relacionados a fertilização, como a capacitação 
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espermática, ligação à zona pelúcida, reação acrossomal e fusão dos gametas 

(PAPA; GABALDI; WOLF, 2000). As sondas fluorescentes mais utilizadas para 

avaliação da viabilidade da membrana espermática são as de iodeto de propídio (PI) 

e etídio homodímero (EH). Esses corantes ao entrarem nas células com a 

membrana plasmática danificada emitem fluorescência vermelha quando há ligação 

de ácidos nucléicos (PI: 636 nm; EH: 617 nm) (GILLAN; EVANS; MAXWELL, 2005).  

Para a determinação da integridade acrossomal tem-se utilizados 

combinações de sondas fluorescentes, como a isotiocionato de fluoresceína (FITC) 

associado a aglutininas como a do Ricinus communis (RCA) e Psium sativum (PSA), 

os quais apresentam capacidade de ligação a glicoproteínas específicas da 

membrana acrossomal (ARRUDA et al., 2005). Segundo Rodriguez-Martinez. 

(2003), o número de espermatozoides viáveis expressos por meio da integridade da 

membrana plasmática e acrossomal correlaciona-se positivamente com os índices 

de fertilidade.  

 

2.7 Podução in vitro de embriões bovinos (PIVE) 

O processo de PIVE compreende três etapas desenvolvidas no laboratório: a 

maturação oocitária in vitro (MIV), a fecundação in vitro (FIV) e o cultivo in vitro de 

embriões (CIV) até os estádios de mórula ou blastocisto, quando poderão ser 

transferidos para receptoras ou criopreservados. Para a obtenção de melhores 

resultados com a técnica, muitos estudos têm sido realizados visando avaliar 

individualmente cada uma das três etapas, procurando ajustar da melhor maneira 

possível todas as variáveis envolvidas no processo (MOHAN et al., 2002). 

A MIV é determinada como a retomada da meiose, formação do primeiro 

corpúsculo polar e de outras alterações nucleares e citoplasmáticas. O tempo da 

maturação é de 24 horas na maioria dos processos (GORDON, 1994; CHA; CHIAN, 

1998).  

A fecundação in vitro é ilustrada pela capacidade dos espermatozóides de 

ligarem a zona pelúcida dos oócitos e de fecundá-los. O êxito da FIV em bovinos 

requer preparação apropriada tanto para o sêmen quanto para o oócito, bem como 

condições que favoreçam a atividade metabólica dos gametas feminino e masculino 

(BRACKETT, 1981). Para que ocorra a fecundação dos oócitos, os espermatozoides 
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precisam sofrer, previamente, um processo chamado de capacitação (MATÁS et al., 

2010). A capacitação espermática envolve múltiplas etapas, dentre elas a 

modificação das características da membrana, atividade enzimática e motilidade dos 

espermatozoides (GURAYA, 2000). Assim, os espermatozoides ficam hiperativados 

e se unem as proteínas específicas da zona pelúcida dos oócitos de maneira a 

induzir a reação acrossômica (FLORMAN; FIRST, 1988). 

Na preparação dos espermatozoides para a FIV, é necessário que os vivos 

sejam separados do plasma seminal, crioprotetores e das células mortas (COELHO 

et al., 2000). Com a finalidade de promover separação espermática, os métodos 

mais utilizados é a centrifugação em gradiente de Percoll (GALLI; LAZZARI, 1996) e 

a técnica do sedimento - “swi  u ” (PARRISH et al.  1984). 

O CIV de embriões é definido como o desenvolvimento do estágio inicial 

embrionário até a fase de blastocisto (SREENAN; SCANLON, 1968), este processo 

leva em média 7 dias após a FIV, depois é realizada a seleção e a avaliação dos 

embriões para a transferência ou criopreservação (MINGOTI, 2005; GONÇALVES; 

FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). 

 

2.8 Nutrição na reprodução de bovinos 

Os parâmetros reprodutivos dos zebuínos e a intensa seleção genética para 

peso pós-desmama são informações importantes para o delineamento de programas 

de seleção para estas raças, visando a melhoria dos índices reprodutivos e, 

consequentemente, aumento de produção de carne (RAZOOK; MERCADANTE, 

2007). Vários estudos destacaram os ganhos genéticos alcançados nas 

características de crescimento nos rebanhos Nelore (RAZOOK et al., 1998; 

MERCADANTE et al., 2003; MERCADANTE; RAZOOK, 2010). Porém, poucos 

estudos foram feitos para avaliar o impacto da seleção genética para eficiência 

alimentar na reprodução das raças zebuínas. 

Nas condições tropicais, a deficiência nutricional é bastante comum em 

bovinos mantidos a pasto, principalmente na época seca do ano, quando as 

pastagens apresentam queda na disponibilidade da forragem e baixo valor nutritivo. 

O consumo insuficiente de energia é provavelmente o principal fator nutricional que 

tem influência sobre a fertilidade, retardando o início da produção espermática e a 
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maturidade sexual do macho (NOLAN et al., 1990; KASTELIC, 2014; CUNHA et al., 

2015). A subnutrição altera a funcionalidade do testículo, afetando o mecanismo 

endócrino, assim diminuindo a secreção do LH (hormônio luteinizante) e a resposta 

da testosterona ao GnRH (hormônio liberador de gonadotrofina) (HAFEZ; HAFEZ, 

2004). Não há efeito da nutrição sobre a libido, porém no período de seca, quando a 

subnutrição é grave, este estado afeta fisicamente o animal (COSTA E SILVA, 

2002). 

 Segundo Reis et al. (2011), a suplementação alimentar para bovinos em 

pastejo constitui importante procedimento para corrigir desequilíbrios nutricionais da 

pastagem, uma vez que a adição dos nutrientes limitantes no sistema de pastejo, via 

suplemento, permite o crescimento contínuo dos animais e redução no ciclo de 

produção, além de servir como veículo para inclusão de aditivos e ácidos graxos.  

 

2.9 Consumo alimentar residual (CAR) e características reprodutivas em touros 

 Os custos da alimentação representam cerca de 70 a 90% dos custos totais 

da produção de bovinos, dependendo da fase de criação e do nível de produção 

desejado (FORBES, 2007). Assim, a melhoria na eficência alimentar é uma condição 

importante em programas de melhoramento (KENNEDY et al., 1993). Segundo Koch 

et al. (1963), o CAR é um importante indicador de eficiência alimentar, que é uma 

relação do consumo alimentar para o peso do animal (mantença) e o ganho de peso 

(produção) (CREWS, 2005; MERCADANTE; GRION, 2013; BERRY; CROWLEY, 

2013). 

 Herd, Oddy e Richardson (2004) evidenciaram que animais com avaliação 

genética favorável para CAR (baixo CAR), em confinamento, produziram progênie 

com eficiência alimentar 41% mais alta a pasto e 26% menor para CAR. Este 

trabalho confirma que o uso de touros com avaliações genéticas favoráveis para 

CAR traz benefícios econômicos para sistemas de produção de carne bovina a 

pasto. Arthur e Herd (2008) relataram que a seleção de animais classificados para 

baixo CAR pode resultar em progênies que consomem menos alimento sem 

prejuízos no desempenho animal. 

 Pesquisas recentes apresentaram relação inversa entre medidas relativas a 

fertilidade e melhor eficiência alimentar em touros jovens. Awda et al. (2013) e Wang 
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et al. (2012) observaram melhor motilidade e motilidade progressiva em 

espermatozoides de touros jovens de menor eficiência alimentar, enquanto que 

Hafla et al. (2012) observaram associação negativa entre a eficiência alimentar e a 

qualidade do sêmen baseada na morfologia espermática. Já Arthur et al. (2001) e 

Schenkel, Miller e Wilton (2004) não observaram correlação negativa entre seleção 

para CAR e PE. Fox et al. (2004) não observaram diferença no PE, na concentração 

espermática, na motilidade e nas anomalias dos espermatozoides de touros 

classificados para alto e baixo CAR.  

 Com isso, há uma preocupação com touros de maior eficiência alimentar em 

relação à fertilidade e desempenho reprodutivo, já que a idade à puberdade e 

maturidade sexual de machos jovens é de grande importância sobre a eficiência 

produtiva, reprodutiva e econômica bovina (NOGUEIRA, 2004). 

 

2.10 Suplementação com ácidos graxos (AGs) na qualidade seminal de 

bovinos 

Diversas fontes lipídicas, como soja, grãos de girassol, amendoim, óleos de 

peixes, linhaça e outros óleos, são ricas em AGs e podem ser incluídas na dieta de 

ruminantes. Apesar dos vários benefícios que podem ser adquiridos pelos bovinos 

com a inclusão de AGs na dieta, estes lipídeos ao entrarem no rúmen são 

rapidamente hidrolisados a AGs e glicerol. O glicerol é usado como fonte de energia 

pelas bactérias ruminais e os AGs são bio-hidrogenados ou neutralizados na forma 

de sabões de cálcio (VAN SOEST, 1994; PALMQUIST; MATOS, 2011).  

Para prevenir parcialmente os processos de bio-hidrogenação do rúmen os 

AGs dietéticos são fornecidos na forma protegida, sendo liberados apenas no 

intestino, para logo serem absorvidos pelo organismo (PÉREZ, 2005). Este tipo de 

AGs protegido, rico em ácidos linoleico e linolênico, é um produto altamente estável 

em água e alta temperatura e somente é digerido no organismo do animal em meio 

ácido (NRC, 2007). Como o pH no rúmen é em torno de 6,2, os AGs protegidos 

permanecem inalterados. Chegando ao abomaso, cujo meio é extremamente ácido 

(pH = 2 e 3), ocorre a liberação dos AGs e íons de cálcio para o intestino, que serão 

absorvidos e levados pela corrente sanguínea (JENKINS; PALMQUIST, 1984; 

SARTORI; MOLLO, 2007).  



18 
 

O nível energético na dieta tem sido um dos aspectos mais estudados na 

influência da nutrição sobre a reprodução (BARTH; BRITO; KASTELIC, 2008). Os 

ácidos graxos poliinsaturados (AGPs), principalmente o ácido linolênico (n-3) e 

linoleico (n-6) têm apresentado importante efeito na performance reprodutiva de 

bovinos, tanto fêmeas como em machos (WATHES et al., 2007). Estes AGs ja foram 

detectados nos espermatozoides de várias espécies mamíferas, incluindo os 

ruminantes (POULOS et al, 1986). Desta forma, espera-se que os AGs possam 

melhorar as características dos espermatozoides, contribuindo na eficiência 

reprodutiva do macho bovino.  

 Segundo Selvaraju et al. (2012), os AGPs (n-3 e n-6) podem aumentar a 

fluidez da membrana plasmática, ajudando na resistência a lesões decorrentes da 

formação de cristais de gelo durante os processos de criopreservação e 

descongelação. Além disso, estão envolvidos na capacitação espermática e na 

interação entre o espermatozoide com a superfície uterina (STRZEZEK et al., 2004; 

DOLATPANAH et al., 2008) e oocitária (WATHES et al., 2007).  

Gholami et al. (2010) observaram melhora na qualidade do sêmen de touros 

holandeses alimentados com dieta rica em óleo de peixe (n-3), com aumento na 

cinética, integridade de membrana plasmática e viabilidade espermática. Dietas 

lipídicas enriquecidas com AGPs (n-3 e n-6) resultaram em diferenças nas 

proporções de n-6 e n-3 nos espermatozoides e no plasma seminal podendo 

modificar a estrutura e fluidez, influenciando na qualidade do sêmen (DOLATPANAH 

et al., 2008; SAMADIAN et al., 2010).  

 

2.11 Concentrações plasmáticas de metabólitos e hormônios relacionados à 

eficiência alimentar e suplementação com AGs 

A determinação e quantificação do perfil sanguíneo dos animais é uma 

ferramenta utilizada para avaliação nutricional de um rebanho, a fim de identificar 

índices produtivos e reprodutivos, bem como diagnosticar doenças metabólicas 

(PEIXOTO; OSORIO, 2007). As maiores dificuldades da utilização desta ferramenta 

é a sua interpretação, devido à falta de valores de referência adequados, pois estes 

alteram de acordo com a idade do animal, raça, estado fisiológico, gênero, clima e 

alimentação (BEZERRA, 2006). O conhecimento da fisiologia e bioquímica do 
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animal é de suma importância para compreender o perfil metabólico sanguíneo e os 

métodos para sua determinação (WITTWER, 1995; PEIXOTO; OSÓRIO, 2007). 

Segundo Archer et al. (2002), a compreensão dos processos responsáveis 

pela variação observada em eficiência alimentar é importante, primeiramente, na 

predição de possíveis respostas correlacionadas à seleção. Os principais 

mecanismos fisiológicos que influenciam a variação no CAR estão relacionados às 

exigências de mantença, transporte de íons, metabolismo dos tecidos e incremento 

calórico (BASARAB et al., 2003; RICHARDSON et al., 2004). 

Richardson et al. (2004) avaliaram os processos metabólicos que contribuem 

para a variação no CAR e detectaram, em animais com alto CAR, maiores níveis de 

insulina, cortisol e ureia e menores níveis de triglicerídeos, sendo sugerido que 

respostas sejam relacionadas à mudanças na composição corporal, reciclagem 

tecidual e eficiência de uso de nutrientes devido a seleção divergente para CAR. 

A glicose é um elemento importante para determinar perfil metabólico de gado 

de corte, pois em condições de campo pode ser observado hipoglicemia quando o 

animal apresentar balanço de energia severamente negativo (PAYNE, 1987). A 

insulina é um hormônio que influencia a regulação da concentração de glicose em 

circulação, estando diretamente envolvida com o crescimento celular no 

desenvolvimento dos animais (FOULADI-NASHTA; CAMPBELL, 2006). A insulina é 

um hormônio anabólico, produzido pelo pâncreas em resposta a alterações dos 

níveis plasmáticos de glicose (VOLP; REZENDE; ALFENAS, 2008). Nos músculos e 

tecido adiposo a insulina promove, respectivamente, a captação e armazenamento 

de glicose em forma de glicogênio e diminui a liberação de AGs livres. Desta forma, 

afeta a lipólise e a lipogênese, minimizando a oxidação e estimulando a deposição 

de gorduras (CUNNINGHAM, 2004). Além disso, atua no hipotálamo, influenciando 

no mecanismo da fome e saciedade (CUNNINGHAM, 2004; VOLP; REZENDE; 

ALFENAS, 2008).  

Nos espermatozoides, a insulina está presente na diferenciação das 

espermatogônias em espermatócito primário pela ligação com os receptores de IGF-

I, além de ajudar no metabolismo espermático (NAKAYAMA et al., 1999), pois a 

energia utilizada pelo espermatozoide para iniciar os processos catabólicos, manter 
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a motilidade, o balanço iônico e as demais funções celulares vem através da 

glicólise (VAN TILBURG et al., 2008). 

A leptina é um hormônio regulador do metabolismo energético que 

desempenha um papel-chave na regulação, ingestão e no gasto energético. Este 

hormônio é produzido principalmente pelo tecido adiposo e é responsável pelo 

controle da ingestão alimentar (ZIEBA; AMSTALDEN; WILLIAMS, 2005; ROMERO; 

ZANESCO, 2006). Além disso, a leptina tem papel importante no crescimento e 

reprodução (BRADFORD et al., 2006). Assim, baixas concentrações de leptina 

plasmática estão diretamente ligadas à desregulação do sistema reprodutor (MEIRA; 

MORAES; BOHME, 2009). 

Kelly et al. (2009) analisaram o plasma sanguíneo de novilhas cruzadas 

Limousin e Holandês, e encontraram correlações significativas entre CAR e as 

 on entrações san u neas de le tina  AGs n o esteri i ados  β-hidroxibutirato e 

relação glicose:insulina, concluindo que os processos biológicos do animal podem 

ser responsáveis pela variação da eficiência alimentar. Bellin et al. (1998) 

ressaltaram a importância das concentrações séricas de leptina sobre a qualidade 

da célula espermática.  

A suplementação com AGs para bovinos aumenta a concentração plasmática 

de colesterol (WILLIAMS, 1989; HIGHTSHOE et al., 1991), beneficiando o 

desempenho reprodutivo, visto que o colesterol é um componente essencial das 

membranas celulares dos mamíferos e importante para a síntese da testosterona, 

por uma seqüência de cadeias enzimáticas dentro das células de Leydig (KNOBIL; 

NEILL, 1988; CHRISTIE, 1989). A maioria do colesterol plasmático é transportada 

por lipoproteínas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade (GRUMMER; CARROL, 

1991). Mihm e Austin (2002) e Ghoreishi et al. (2007) observaram que a adição de 

AGs na dieta de ruminantes aumenta o nível de colesterol plasmático ligado ao HDL.  

A testosterona é um andrógeno produzido pelas células de Leydig e tem a 

função de estimular os estágios finais da espermatogênese, prolongar a vida do 

espermatozoide no epidídimo, promover o crescimento, desenvolvimento e atividade 

secretória das glândulas sexuais acessórias dos machos e manter as características 

sexuais secundárias, além de comportamento sexual ou libido do macho (HAFEZ; 

HAFEZ, 2004). Este hormônio é o andrógeno mais importante produzido pela 
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gônada masculina e apresenta correlação positiva com o crescimento testicular 

(RAWLINGS; HAFS; SWANSON, 1972; MOURA; RODRIGUES; FILHO, 2002). 

Vários estudos revelaram que a baixa qualidade espermática está associada 

à deficiência de testosterona circulante (SCHALLENBERGER et al., 1991, GULIA et 

al., 2010). Brito et al. (2007) e Dance et al. (2015) relataram que dietas de diferentes 

níveis de energia para touros influenciaram nas concentrações de testosterona 

plasmática. Martin, Tjondronegoro e Blackberry (1994) observaram maiores 

concentrações de testosterona com dietas contendo alto índice energético para 

carneiros.  

 

3. Hipóteses 

 

 

 Touros jovens da raça Nelore suplementados com AGs protegido por 10 

meses (14 aos 24 meses de idade) em regime de pastagem apresentam melhores 

características seminais do que animais alimentados com suplementação sem 

adição de AGs. 

 Animais de baixo CAR são mais tardios nas características reprodutivas 

quando comparados aos animais de alto CAR.  

 Touros com maior eficiência alimentar e suplementados com AGs protegido 

dos 14 aos 24 meses de idade apresentam melhor desempenho reprodutivas. 

 

4. Objetivos 

 

 

 4.1 Geral 

 Avaliar os parametros reprodutivos de machos jovens da raça Nelore de baixa 

e alta eficiência alimentar suplementados com ácidos graxos protegidos em regime 

de pastagem. 
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 4.2 Específicos 

 Avaliar as características de crescimento, consumo alimentar a pasto, 

concentrações sanguíneas de hormônios e metabólitos, ultrassonografia testicular, 

qualidade do sêmen fresco e criopreservado, fecundidade oocitária do sêmen 

avaliado pela técnica de PIVE de touros jovens da raça Nelore, classificados para 

CAR e suplementados com AGs protegido (14 aos 24 meses de idade) em regime 

de pastagem. 

 

5. Material e Métodos 

 

 

 Os procedimentos de cuidado e manuseio dos animais estão de acordo com 

os Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias – UNESP - Câmpus Jaboticabal (Protocolo no 017361/13).  

 

5.1 Local e animais 

 O experimento foi realizado no Centro Avançado de Pesquisa em Bovinos de 

Corte de Sertãozinho - SP, pertencente ao Instituto de Zootecnia/APTA/SAA. As 

atividades laboratoriais foram realizadas na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da UNESP - Campus de Jaboticabal, SP, na Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da UNESP - Campus de Botucatu, SP e na Faculdade de 

Medicina Veterinária da UNESP - Campus de Araçatuba, SP. O experimento foi 

realizado por dois anos consecutivos, de dezembro de 2014 a outubro de 2016 (1o 

ano: dezembro/2014 à outubro/2015; 2o ano: dezembro/2015 à outubro/2016). 

 Os touros utilizados no experimento foram provenientes de uma das linhas 

seleção do Instituto de Zootecnia (IZ), cujos animais foram pré selecionados dentro 

de rebanho com base em maiores pesos aos 378 dias de idade (P378) e consumo 

alimentar residual (CAR), obtidos ao final da prova de desempenho em 

confinamento, em um esquema denominado de seleção direcional. Na pré seleção 

os animais foram desmamados aos sete meses de idade e permaneceram em teste 
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de desempenho em confinamento para determinação do CAR e do P378. Os touros 

jovens, cerca de 57,0±2,8 por ano, receberam alimentação em baia coletiva com 

cochos eletrônicos para registro do consumo alimentar (GrowSafe® Systems Ltd., 

Airdrie, Alberta, Canadá), por 21 dias para adaptação, seguidos de 100 dias para 

registros do consumo alimentar individual e cálculo do CAR, e mais 47 dias para 

obtenção do P378. Nesse período os animais foram pesados, sem jejum, a cada 28 

dias (MERCADANTE; RAZOOK, 2010; FIDELIS et al., 2017). 

  O CAR foi calculado como o termo de erro da equação, conforme 

modelo proposto por Koch et al. (1963): 

CMS = β0 + βP*PC0.75 + βG*GMD + ε(CAR) 

onde: CMS é o consumo de matéria seca o servado durante o teste  β0 é a 

intercepção da equação, PC0.75 é o peso corporal metabólico médio do teste, GMD é 

o ganho de peso médio diário durante o teste e βP e βG s o os  oe i ientes de 

regressão de PC0.75 e GMD, respectivamente e ε = res duo da equaç o. 

  Ao final do teste de desempenho, os animais foram classificados em baixo 

CAR (< média - 0,5 DP (desvio padrão)), médio CAR (± 0,5 DP da média) e alto 

CAR (> média + 0,5 DP), dentro de ano. A amostragem dos 48 machos, nascidos 

em 2013 e 2014 (24 animais por ano), foi feita dentro das classes extremas de CAR, 

sendo 24 animais baixo CAR (negativo) e 24 alto CAR (positivo), apresentando 

valores médios de -0,86±0,08 e 0,73±0,08 respectivamente. Os animais 

apresentavam no início do experimento 14,3±0,13 meses de idade e peso corporal 

389,5±5,43 kg e atingiram no término do experimento 24,6±0,13 meses de idade 

com 521,1±6,09 kg de peso corporal. 

 

5.2 Delineamento experimental 

 O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 

2 x 2 (CAR x Suplementação) com medidas repetidas no tempo (avaliação a cada 

28 dias). Após a amostragem, os animais foram separados aleatoriamente em dois 

grupos: com suplementação de AGs protegido e com suplementação controle (sem 

AGs protegido; Figura 1). O experimento foi composto por quatro tratamentos, 

sendo: baixo CAR com e sem suplementação com AGs, e alto CAR com e sem 

suplementação com AGs, totalizando 48 animais (6 animais por tratamento por ano).  
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Figura 1. Delineamento experimental mostrando a divisão dos grupos de acordo com 
os tratamentos e ano. 
 

Os animais foram mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv Marandu, 

com lotação contínua e taxa de lotação fixa, distribuídos em dois piquetes de 6 ha de 

área, cada uma com taxa de lotação inicial de 1,7UA/ha (2 animais/ha). Os animais 

de um piquete receberam a suplementação com AGs protegido (1 kg/animal/dia), 

sendo que neste local permaneceram 12 animais por ano (6 baixo CAR e 6 alto 

CAR). No outro piquete os animais receberam a suplementação controle, sem AGs 

(1,25 kg/animal/dia) e neste local permaneceram 12 animais por ano (6 baixo CAR e 

6 alto CAR). Os suplementos foram formulados inicialmente para atender as 

exigências nutricionais de bovinos jovens em crescimento (NRC, 2000; nível 2), de 

acordo com o teor de nutrientes da pastagem, e para serem isoproteicos. Para isso, 

os animais do tratamento controle receberam 0,25 kg de suplemento/dia a mais do 
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que os animais do tratamento com AGs. Os mesmos foram fornecidos na mesma 

quantidade durante todo o ano. Os piquetes foram equipados com cocho coletivo 

coberto (comprimento 180 cm x largura 60 cm) para fornecimento do suplemento no 

período da manhã (Figura 2) e bebedouros e cocho para fornecimento de água e sal 

mineral ad libitum.  

 

 
Figura 2. Cochos para suplementação em cada piquete. 

 

A composição dos ingredientes e nutrientes de cada suplemento estão 

apresentados na Tabela 1. 

A fonte de AGs foi o Megalac-E® (200 g/animal/dia; Química Geral do 

Nordeste, Rio de Janeiro, Brasil) (HERNÁNDEZ et al., 2012) que, de acordo com 

descrição do fabricante, é uma gordura protegida da degradação ruminal. Este 

suplemento é fabricado a partir de óleo de soja e passa por um processo de 

saponificação, formando sais de cálcio de AGs. 
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Tabela 1. Percentual dos ingredientes e composição química dos suplementos 
fornecidos para machos jovens da raça Nelore.  

Ingredientes (%)  
Suplementos* 

 
AGs 

 
Controle 

Farelo de milho 
 

43 
 

78 

Farelo de soja 
 

34 
 

19 

Mineral
1
 

 
3 

 
3 

Megalac-E
2
 

 
20 

 
0 

Composição Química
3
 

    
MS (%) 

 
87,76 

 
85,37 

MM (%MS) 
 

4,95 
 

1,97 

PB (%MS) 
 

21,90 
 

18,32 

EE (%MS) 
 

19,81 
 

4,49 

FDN (%MS) 
 

10,72 
 

12,45 

FDA (%MS) 
 

4,44 
 

4,75 

Lignina (%MS) 
 

0,68 
 

0,78 

FDNi (%MS) 
 

14,50 
 

6,86 

NDT (%MS) 
 

99,08 
 

77,83 

Perfil dos ácidos graxos (%) 
    

Palmítico (C16:1) 
 

12,97 
 

11,82 

Esteárico (C18:0) 
 

3,61 
 

3,20 

Oleico (C18:1n9c) 
 

28,30 
 

34,55 

Linoleico (C18:2n6c) 
 

44,00 
 

42,27 

γ Linolenico (C18:3n6) 
 

0,02 
 

1,40 

α Linolenico (C18:3n3) 
 

3,06 
 

1,75 

Outros
4
 

 
8,04 

 
5,01 

* Foram fornecidos 250g a mais de suplemento/animal/dia ao grupo Controle com objetivo de 
fornecer dietas isoprotéicas para ambos os tratamentos (NRC, 2000; nível 2). 

1
 Composição/kg: 

Fósforo (min), 8%; Cálcio (min e máx), 15% a 17%;  Sódio (min), 14,5%; Enxofre (min), 1,2%; Cobalto 
(min), 0,0021%; Cobre (min), 0,016%; Iodo (min), 0,0018%; Manganês (min), 0,014%; Selênio (min), 
0,00027%; Zinco (min), 0,045%; Níquel (min), 0,00011%; Flúor (min), 0,008%, 

2
 Composição Megalac 

(Nível de garantia) = Extrato Etéreo, min 850g/kg; Cálcio, min 75g/kg - máx 125 g/kg; Umidade, máx 
50g/kg; Matéria Mineral, máx 200g/kg; Energia Metabólica (Baseada no NRC, 2000), mín 6300 
kcal/kg; Ácido Linoleico (n-6), min 350 g/kg; Ácido Linolênico (n-3), min 20 g/kg. 

3
 MS = Matéria seca; 

MM = matéria mineral; PB = proteína bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra insolúvel em detergente 
neutro; FDA = fibra insolúvel em detergente ácido; Lignina; FDNi = fibra insolúvel em detergente 
neutro indigestível; NDT = nutrientes digestíveis totais, estimado de acordo com Detmann, Valadares 
Filho e Paulino (2010). 

4
 Outros ácidos graxos: cáprico (C10:0); laurico (C12:0); mirístico (C14); 

miristoleico (C14:1); pentadecanoico (C15:0); palmitoleico (C16:1); heptadecenoico (C17:0); 
heptadecenoico (C17:1); cis-vacênico (C18:1n7); araquídico (C20:0); eicosenoico (C20:1n9); 
behênico (C22:0); erùcico (C22:1n9); tricosanóico (C23:0); lignocérico (C24:0). 
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5.3 Avaliações da pastagem e dados climáticos 

 As amostragens da forragem foram realizadas quatro vezes no ano: fevereiro, 

maio, julho e outubro, representando as estações do ano (verão, outono, inverno e 

primavera, respectivamente) que influenciam o crescimento e a qualidade das 

pastagens tropicais. Foram avaliados a altura do dossel, produção de massa seca 

de forragem e a técnica de pastejo simulado. A altura média do dossel forrageiro foi 

determinada através de régua graduada em centímetros com medição de 80 pontos 

aleatórios por piquetes. A produção de massa seca de forragem foi realizada através 

do método do quadrado, e cinco amostras por piquete, na altura média do dossel, 

foram coletadas (MAcMENIMAN, 1997). O corte foi rente ao solo, utilizando um 

quadrado de área de 1m2. Estas amostras foram pesadas e secas em estufa de 

ventilação forçada a aproximadamente 65oC por 72 horas e moídas em moinho de 

facas tipo Willey. 

 Na determinação da composição química da dieta, foram amostrado os 

ingredientes do suplemento e o pasto. Para a pastagem foi realizada a técnica de 

pastejo simulado (JOHNSON, 1978). Primeiramente foi observado o comportamento 

de pastejo dos animais, como a área, altura e partes das plantas que estavam sendo 

consumidas. As amostras de pastejo simulado foram colhidas pelo mesmo 

observador, manualmente, na tentativa de se obter uma porção da planta similar 

àquela selecionada pelos animais. Os piquetes foram roçados e adubados (30 kg/ha 

de nitrogênio) após a retirada dos animais do 1o ano (outubro/2015) para a entrada 

de outros animais do 2o ano (dezembro de 2015).  

 Após secagem e moagem das amostras do pastejo simulado essas foram 

avaliadas quanto aos teores de matéria seca (MS; método oficial 934.01), matéria 

mineral (MM; método oficial 942.05) e extrato etéreo ácido (EE; método oficial 

954.02) de acordo com recomendações da Associação Oficial de Químicos 

Analíticos (AOAC, 1995). A proteína bruta (PB) foi determinada pelo método de 

combustão de Dumas, utilizando o equipamento Leco®, modelo FP-528 (Leco 

Corporation, Michigan, USA). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra 

em detergente ácido (FDA) foram determinados pelos métodos propostos por Van 

Soest, Robertson e Lewis (1991) utilizando o equipamento ANKOM Fiber Analyzer 

(ANKOM® 2000 Technology Corporation, USA). As correções em relação aos teores 
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de cinzas e proteína contidos na FDN e FDA foram efetuadas conforme 

recomendações de Mertens (2002) e Licitra et al. (1996), respectivamente. A lignina 

foi estimada conforme método Klason descrito por Van Soest e Robertson (1985). A 

extração de ácidos graxos (AGs) nos alimentos foi realizada de acordo com o 

método de Folch et al. (1957) e a metilação de acordo com Kramer et al. (1997). 

 O perfil de AGs foi quantificado por cromatografia gasosa (CG-14B, 

Shimadzu, Japão) com vazão do gás de arraste (H2) de 1 mL/min. O padrão de 

ácidos graxos foi da Sigma: no. cat 189-19 e 47015-U. O método utilizado para 

extração de AGs totais foi exposto por Bligh e Dyer (1959). 

 Os dados de temperatura e de precipitação pluviométrica dos anos 2015 e 

2016 foram adquiridos de acordo com o Centro Integrado de Informações 

Agrometeorológicas (CIIAGRO, 2017) localizado no Instituto de 

Zootecnia/APTA/SAA de Sertãozinho - SP (Latitude 21°8′16″ sul, lon itude 48°58′22″ 

oeste e altitude de 579 metros).   

 

5.4 Avaliações de consumo alimentar  

 Para estimar o consumo alimentar individual dos animais foi utilizado o 

indicador externo óxido de cromo (Cr2O3) e o indicador interno FDNi (fibra em 

detergente neutro indigestível). O Cr2O3 foi utilizado para estimar o volume da 

excreção fecal e o FDNi para estimar o consumo da pastagem de capim-marandu. 

 O óxido de cromo foi fornecido para os animais durante 9 dias consecutivos 

no mesmo horário (8:00 h), sendo sete dias de adaptação. No oitavo (8:30h), nono 

(12:30h) e décimo dias (16:30h) foram feitas as coletas de fezes (TITGEMEYER; 

ARMENDARIZ; BINDEL, 2001; DETMANN et al., 2001). Este processo foi realizado 

nos meses de fevereiro, maio, julho e outubro de cada ano. O Cr2O3, foi fornecido 

em um papelote contendo 10g, foi introduzido diariamente via esôfago em cada 

animal, com o auxílio de um aplicador de PVC (SMITH; REID, 1955). 

 As amostras de fezes foram pesadas e secas em estufa de ventilação forçada 

à aproximadamente 65oC por 72 horas e moídas em moinho de facas tipo Willey 

(2mm). As amostras referentes aos diferentes horários de coleta foram compostas 

em uma única amostra por animal (amostra composta) em cada mês avaliado e 

foram submetidas às análises químicas. Nestas amostras foram realizados ensaios 
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de digestão para a recuperação fecal do Cr2O3 (KIMURA; MULLER, 1957; 

DETMANN et al., 2012). O cálculo da excreção de matéria seca fecal (EF) foi 

realizado com base na razão entre a quantidade de indicador fornecido e a 

concentração nas fezes, segundo a equação (SMITH; REID, 1955):  

EF = (CrFo/CrFe) × 100 

em que: CrFo = quantidade de cromo fornecida (g); CrFe = concentração de cromo 

nas fezes (%).  

 Para análise da FDNi foram coletadas amostras de capim marandu através da 

técnica de pastejo simulado (descrito no item 5.1.2). As amostras de pasto e de 

fezes foram acondicionados, na proporção de 20 mg de MS/cm2 de superfície 

(DETMANN et al., 2012), em sacos de tecido não tecido (TNT, 100g/m2) com 

dimensão de 4 x 5 cm (CASALI et al., 2009). Os sacos foram incubados em triplicata 

no rúmen de outros animais fistulados, por 264 horas (CASALI et al., 2008; 

VALENTE et al., 2011), posteriormente foram lavados em água corrente até total 

clareamento e imediatamente transferidos para estufa de ventilação forçada à 

aproximadamente 65oC por 72 horas. Em seguida, foi realizada análise de FDN 

destas amostras (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991) para determinação da 

FDNi (MERTENS, 2002; DETMANN et al., 2012). A estimativa do consumo da 

forragem (CMS forragem) foi calculada da seguinte maneira: 

CMS forragem = (EF × FDNiFe)/FDNip 

em que: FDNiFe e FDNip = concentração de FDNi nas fezes e na pastagem, 

respectivamente. O CMS Total foi estimado por meio da soma do CMS forragem e o 

suplemento fornecido (MS) por animal dentro do tratamento.  

  

5.5 Características de crescimento 

 Os animais foram pesados sem jejum (8:00 h) e verificados altura de garupa 

(ALTG) e escore de condição corporal (ECC), a cada 28 dias dos 14,3±0,13 aos 

24,6±0,13 meses de idade, totalizando 12 avaliações por ano. As avaliações de ECC 

foram pontuadas em escala de 0 a 9 para animais extremamente magros e gordos, 

respectivamente (WAGNER et al., 1988). A medida da ALTG foi tomada por meio de 

fitas métricas instaladas no interior da balança e representada por uma vertical 

baixada da porção anterior do sacro ao solo. 
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5.6 Concentrações plasmáticas de metabólitos e hormônios  

 As amostras de sangue total foram colhidas com intervalo de 28 dias dos 

14,3±0,13 aos 24,6±0,13 meses de idade, totalizando 12 avaliações por ano, por 

venopunção da veia coccígea, localizada no sulco central da parte ventral da cauda, 

com a utilização de tubos contendo EDTA, fluoreto + EDTA e sem anticoagulantes 

(sistema Vacutainer®, Labnew® Indústria e Comércio Ltda, Juiz de Fora, MG, Brasil). 

As amostras foram acondicionadas em geladeira com temperatura entre 4 e 6C (por 

no máximo uma hora e meia) e, posteriormente, centrifugadas por 20 minutos a 

3600 g. Depois da centrifugação, foram retirados cerca de 2 mL de plasma e soro 

sanguíneo, que por sua vez, foram divididos em duas alíquotas em eppendorfs de 

1,5 mL e acondicionados em freezer -24C, até a realização das análises. 

 Nas amostras de plasma (com EDTA) o hormônio testosterona total foi 

dosado utilizando Kit com marcador 125I e as quantificações deste hormônio foram 

realizadas por meio de radioimunoensaio (RIA) utilizando o kit Coat-A-Count® Total 

Testosterone (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). A 

quantificação da insulina e leptina foram realizadas com o kit Coat-a-Count Insuline 

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) e kit Multi-species Leptin 

(Millipore, Bellerica, Massachusetts, EUA), respectivamente, de acordo com as 

recomendações do fabricante. O aparelho utilizado para leitura foi o Automatic 

Gamma Counter, modelo Wizard 1470 (Perkim Elmer, Finland). 

 As análises das concentrações séricas de lipoproteína de alta densidade 

(HDL) e colesterol total no soro sanguíneo (tubos sem anticoagulantes) foram 

realizadas utilizando kits de testes enzimáticos (Colesterol HDL e Colesterol 

Liquiform, Labtest Diagnóstica S. A., Brasil, respectivamente), de acordo com as 

recomendações do fabricante. O intervalo de referência do colesterol para bovinos 

foi de 80 a 180 mg/dL, seguindo as recomendações do laboratório de patologia 

clínica veterinária do Hospital Veterinário "Governador Laudo Natel" - UNESP 

Jaboticabal (Anexo 1; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). As análises de 

concentração de glicose no plasma sanguíneo (fluoreto + EDTA) foram realizadas 

utilizando o kit Glicose Liquiform VET (Labtest, Diagnóstica S. A. Brasil), de acordo 

com as recomendações do fabricante: o intervalo de referência para bovinos de 
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acordo com o fabricante (LABTEST, 2017), é 55 a 95 mg/dL. O aparelho utilizado foi 

o analisador bioquímico semiautomático modelo LABQUEST® (LABTEST, Minas 

Gerais, Brasil). 

  

5.7 Ultrassonografia testicular 

 Os exames ultrassonográficos testiculares foram realizados a cada 28 dias, 

dos 14,3±0,13 aos 24,6±0,13 meses de idade totalizando 12 avaliações por ano, 

com aparelho de ultrassom (Mindray, Z5 Vet, USA) e transdutor linear de 7,5Mhz. 

Foram realizadas varreduras em plano longitudinal e transversal do testículo direito e 

esquerdo. As imagens foram salvas em formato bitmap e foram posteriormente 

analisadas pelo software Image Pro Plus versão 7.01 (Media Cybernetics Inc., San 

Diego, CA, USA), com valores numéricos de pixel em escala de cinza de 0 (preto 

absoluto) a 255 (branco absoluto).  

 Os valores médios de pixel (ecogenicidade), intensidade de pixel mínimo e 

máximo, heterogeneidade de pixel pelo desvio padrão dos valores médios de pixel 

(ecotextura) foram determinados por regiões circulares de 8 mm de diâmetro, sendo 

6 no plano longitudinal e 4 no plano transversal (10 círculos por testículo, perfazendo 

um total de 20 regiões de interesse por animal; Figura 3). Em seguida, a média do 

valor para cada uma das variáveis foi calculada seguindo a metodologia descrita por 

Giffin et al. (2009).  

 Nos testículos também foram realizados exames com ultrassom Doppler para 

determinação da média do diâmetro da artéria testicular na região do cordão 

espermático. Foram utilizados 2 imagens do cordão espermático de cada testículo 

com 5 a 7 medidas de diâmetro dos maiores vasos testiculares (10 a 14 medidas por 

testículo, totalizando 20 a 28 regiões de interesse por animal; Figura 4). O Doppler 

Espectral foi utilizado para avaliar os índices vasculares: pico de velocidade sistólica 

(PVS), velocidade diastólica final (VDF), índices de resistência vascular [IR = (PVS –

VDF)/PVS] e de pulsatilidade [IP = (VPS - VDF) / M, em que M representa a média 

entre VPS e VDF]. Foram utilizados 2 imagens da artéria testicular por testículo, 

perfazendo um total de 4 ondas vasculares por animal (Figura 4) (WOOD et al., 

2010; FELICIANO; VICENTE; SILVA, 2012). 
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Figura 3. Análise de pixels das imagens ultrassonográficas do parênquima testicular 
em plano longitudinal e transversal pelo software Image Pro Plus versão 7.01. 

 

 
Figura 4. Imagens ultrassonográficas Doppler para determinação do diâmetro e do 
fluxo sanguíneo da artéria testicular. 
 

5.8 Avaliação andrológica 

 As avaliações andrológicas e anamnese geral (Anexo 2) foram realizadas a 

cada 28 dias. Estes exames foram iniciados nos animais com média de 14,3±0,13 

meses de idade e com término no início da estação de monta (média de 24,6±0,13 

meses), totalizando 12 avaliações por ano. Foi aferida a temperatura testicular e 

corporal dos animais através de termômetro infravermelho digital (Matsuri, DT-380, 

China). Foi posicionado o laser na região mediana do testículo para averiguar a 

temperatura testicular e a corporal foi aferida na região do reto do animal. A 

mensuração do perímetro escrotal (PE) foi efetuada com auxílio de uma fita 

milimetrada. A obtenção do tônus testicular foi efetuada pela palpação testicular, 

sempre pelo mesmo operador, com escore de 1 (Flácida) a 5 (Firme) (CBRA, 2013). 
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 As colheitas de sêmen foram realizadas com auxílio de eletroejaculador 

Autojac® (Neovet, Brasil). A probe foi introduzida no reto do animal, com os eletrodos 

na posição ventral e foi realizado os estímulos de maneira pulsátil e continua até a 

ejaculação. Logo após as colheitas foram realizados os exames das características 

físicas do ejaculado. A motilidade espermática foi analisada em microscópio Nikon 

(modelo eclipse E200, Tóquio, Japão) com contraste de fase e foi estimada entre 0 a 

100%, representando a porcentagem de espermatozoides em movimentos. O vigor 

espermático foi avaliado numa escala de 0 - 5, em que zero representa células 

paradas e cinco movimento vigoroso e de alta velocidade. A concentração 

espermática foi avaliada pela quantidade de espermatozoides totais do ejaculado 

por mL (câmara de Neubauer - diluição 1:100) (CBRA, 2013).  

 Adicionalmente, o sêmen in natura foi diluído em meio Botubov (sem glicerol; 

BotuFarma®, Botucatu, Brasil) para concentração de 50x106 sptz/mL. Após a 

diluição, o sêmen diluído foi submetido à análise computadorizada da cinética 

espermática (CASA; Hamilton Thorne Research, IVOS-14, EUA). Para tanto, 10 µL 

da amostra do sêmen diluído foi colocado na câmara de Makler (SEFI Medical 

Instruments Ltda®, Haifa, Israel) previamente aquecida (38ºC), sendo observados 

cinco campos aleatórios e, no mínimo, 150 espermatozoides por campo. Os 

parâmetros reportados pelo CASA foram (Anexo 3) (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; 

ONCLIN, et al., 2002):  

 motilidade total (MT, %), porcentagem de células móveis; 

 motilidade progressiva (MP, %), representada pela porcentagem de células 

movendo-se progressivamente; 

 velocidade rápida (RAP, %), porcentagem de células com velocidade rápida; 

 velocidade média de trajeto (VAP, µm/s), representa a velocidade média 

ininterrupta do trajeto da célula; 

 velocidade em linha reta (VSL, µm/s), representa a velocidade média 

percorrida em linha reta entre o primeiro e o último pontos da trajetória do 

espermatozoide; 

 velocidade curvelinear (VCL, µm/s), é a velocidade da trajetória real do 

espermatozoide; 
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 amplitude de deslocamento lateral de cabeça (ALH, µm), é a largura média da 

oscilação da cabeça espermática durante seu deslocamento; 

 frequência de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz), é a frequência com que a 

cabeça do espermatozoide cruza a direção do movimento; 

 progressividade (STR, %), é o valor médio da proporção entre VSL/VAP x 

100; 

 linearidade (LIN, %), é o valor médio da proporção entre VSL/VCL x 100. 

 Para análise da morfologia dos espermatozoides, a amostra de sêmen foi 

acondicionada e estocada em 500 µL de solução formol salina tamponada (Anexo 4) 

para avaliação ao microscópio Nikon (Eclipse Ni-U, Nikon®, Tóquio, Japão) com 

contraste diferencial de interferência de fase (DIC). Para esta avaliação foi adotada a 

metodologia preconizada por Blom (1973), sendo contadas 200 células registrando 

os defeitos de cabeça, peça intermediária, cauda e de acrossoma, com classificação 

das anomalias em defeitos espermáticos maiores, menores e totais (CBRA 2013). 

 

5.9 Criopreservação do sêmen  

 O sêmen de 12 animais/ano foi congelado na última coleta (outubro/2015 e 

outubro/2016), sendo 6 animais suplementados com AGs protegido (3 baixo CAR e 

3 alto CAR) e 6 animais com suplementação controle, sem AGs (3 baixo CAR e 3 

alto CAR). Foram selecionados os touros que apresentavam as melhores qualidade 

seminais de cada grupo, com base nos andrológicos anteriores e de acordo com as 

nor as do Colé io Brasileiro de Re roduç o Ani al ( otilidade total ≥ 60%; vi or ≥ 

3; de eitos  aiores ≤ 10%; de eitos totais ≤ 30%; e  on entraç o ≥ 350 x106sptz/mL; 

CBRA, 2013) (Figura 5).  
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Figura 5. Delineamento experimental mostrando a divisão dos grupos para 
criopreservação espermática de acordo com o tratamento e ano. 

 

O sêmen foi envasado à temperatura ambiente em palhetas francesas de 0,5 

mL (IMV® Technologies, França), com concentração final de 25 x 106 sptz/palheta 

(50 x 106 sptz/mL) e totalizando 20 palhetas por touro. O diluidor utilizado foi o 

BotuBov (BotuFarma®, Botucatu, Brasil), contendo 7% do crioprotetor glicerol. As 

palhetas foram identificadas quanto ao tratamento e o número do animal e vedadas 

com álcool polivinílico. Para a refrigeração e criopreservação foi utilizado um sistema 

portátil programável de criopreservação do sêmen (TK 4000®, Tetakon, Uberaba, 

Brasil) equipado com uma unidade geradora, acoplada a um porta-palhetas de aço-

inox e uma caixa térmica plástica. O aparelho foi programado segundo o fabricante 

para realizar a refrigeração a partir da temperatura do laboratório (25ºC) e seguindo 

uma curva de 0,25ºC/min até 5ºC, com duração em torno de 1h e 15 min, e uma 

curva de criopreservação de -20ºC/min de 5ºC até atingir -120ºC. Após atingir esta 

temperatura (-120ºC), as palhetas foram colocadas diretamente no nitrogênio líquido 

(-196ºC) e armazenadas em racks identificadas até o momento de realização das 

análises pós-descongelação. 
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5.10 Avaliações do sêmen pós-descongelação 

As amostras de sêmen foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 

segundos. Duas palhetas de cada touro foram descongeladas para retirar o efeito 

palheta. As avaliações realizadas pós-descongelação foram: avaliação 

computadorizada da cinética espermática (CASA), teste de termorresistência rápido 

(TTR), integridade das membranas plasmática e acrossomal por citometria de fluxo e 

capacidade fecundante pelo resultado da produção in vitro de embriões (PIVE). 

 

5.10.1 Avaliação computadorizada da cinética espermática (CASA) 

 As amostras descongeladas foram submetidas à análise computadorizada da 

cinética espermático (CASA; Hamilton Thorne Research, IVOS-14, EUA). O material 

foi previamente homogeneizado e avaliado em câmara de Makler (SEFI Medical 

Instruments Ltda®, Haifa, Israel) previamente aquecida (38ºC), sendo observados 

cinco campos aleatórios para cada amostra e um número mínimo de 150 células por 

campo. Os parâmetros avaliados foram os mesmos mencionados no item 5.2.3: MT 

(%); MP (%); RAP (%); VAP (µm/s); VSL (µm/s); VCL (µm/s); ALH (µm); BCF (Hz); 

STR (%); e LIN (%). 

 

5.10.2 Teste de termorresistência rápido (TTR) 

As amostras foram submetidas ao teste de termorresistência rápido (TTR) em 

“ anho- aria” a 46ºC por 30 minutos (BARNABÉ et al., 1980; VIANNA et al., 2009). 

Após esse período as amostras de sêmen foram analisadas pela técnica CASA. Os 

parâmetros avaliados foram os mesmos mencionados no item 5.2.3 e 5.2.5.1. 

 

5.10.3 Integridade da membrana plasmática e acrossomal por citometria de 

fluxo 

O equipamento utilizado para análise em citometria de fluxo foi o BD LSR II 

Fortessa (BD biosciences, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers azul 488 

nm, 100 mW; vermelho 640 nm, 40 mW e violeta 405 nm. Para este estudo, a 

excitação utilizada foi 488 nm e os filtros de emissão utilizados foram 695/40 nm 

(MitoSOXTM Red e iodeto de propidio), 530/30 nm (SYTOX Green  FITC-PSA). Para 
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excitação em 640 nm, o filtro de emissão foi de 660/20 nm (MitoSOXTM Red) e para 

excitação em 405 nm, o filtro de emissão foi de 450/50 nm (Hoechst 33342). No 

mínimo 10.000 células por amostra foram analisadas e os dados foram avaliados 

pelo programa BD FACSDiva™ so tware v 6.1 (BD biosciences, Mountain View, CA, 

USA). 

Para a avaliação de integridade de membrana plasmática e acrossomal foi 

utilizado a associação de Hoechst 33342 (H342), iodeto de propídio (PI) e FITC-PSA 

(aglutinina de Pisum sativum conjugada ao isotiocianato de fluoresceína) de acordo 

Freitas-Dell’Aqua et al. (2012). Resumidamente, uma amostra de 200µL de sêmen 

foi diluído em TALP-PVA (100 mM NaCl, 3,1 mM KCl, 25,0 mM NaHCO3, 0,3 mM 

NaH2PO4, 21,6 mM DL-lactato de sódio 60%, 2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0 

mM Hepes-livre de ácido, 1,0 mM piruvato de sódio, 1,0 mg/mL álcool polivinil-PVA e 

25 µg/mL gentamicina) na concentração de 5x106 espermatozoides/mL, foram 

adicionados 7 µM de H342, 1,5 µM de PI e 2 ng/ml de FITC-PSA. A amostra foi 

incubada durante 15min à 37ºC ao abrigo da luz para a primeira análise e avaliadas  

posteriormente ao teste de termorresistência (TTR) de 1 hora à 37oC (2a análise).  

Nesta avaliação, quatro subpopulações foram identificadas: MPLAI 

(membrana plasmática lesionada e acrossomal íntegra), MPLAL (membrana 

plasmática e acrossomal lesionadas), MPAI (membrana plasmática e acrossomal 

íntegras) e MPIAL (membrana plasmática íntegra e acrossomal lesionada). 

 

5.10.4 Produção in vitro de embriões (PIVE) 

 Complexos cumulus-oócitos (COCs) foram obtidos através de punções de 

folículos de ovários de bovinos abatidos no frigorífico Barra Mansa localizado em 

Sertãozinho - SP. Os ovários foram acondicionados em garrafas térmicas, mantidos 

à temperatura de 30-35 ºC, e transportados para o laboratório, em torno de quatro 

horas do início da colheita, com distância aproximada de 35 km. Momentos antes da 

aspiração, os ovários foram lavados com solução salina a aproximadamente 35 ºC. 

As punções foliculares foram realizadas com auxílio de seringa de 20 mL acoplada a 

agulhas de calibre 19G (BD, Juiz de Fora, MG, Brasil). Todo o material aspirado foi 

transferido para tubos plásticos de 50 mL (Tipo falcon), que foram deixados em 

repouso por 15 minutos para decantação. Posteriormente, o sedimento foi 
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investigado para seleção dos oócitos e somente aqueles que possuíam camada de 

células do cumulus compacta, contendo pelo menos três camadas e aparência 

saudável (citoplasma homogêneo), foram selecionados para maturação in vitro. Para 

a avaliação da PIVE foram realizadas 6 rotinas com média de 34,74±1,52 

oócitos/touro/rotina. Em cada rotina foram avaliados os 12 touros, para diminuir 

possíveis influências exercidas pela rotina. 

Os COCs selecionados foram lavados em meio TCM-199 (Gibco BRL, Grand 

Island, NY, EUA) suplementado com 0,2 mM de piruvato sódico, 10mM de HEPES 

sódico (Sigma Chemical Company, St.Louis, Mo., USA), 10 mM de HEPES ácido 

(Sigma), 25 mM de bicarbonato de sódio (Mallinckrodt, Hazelwood, USA), 75 µg/mL 

de amicacina (Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 0,3% de albumina 

do soro bovino (BSA). Em seguida, foram lavados em meio de maturação B-199, 

constituído por meio TCM-199 (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA), suplementado 

com 0,2 mM de piruvato sódico, 25 mM de bicarbonato de sódio, 75 µg/mL de 

amicacina (Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 0,5 µg/mL de FSH 

(Folltropin; Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canada), 100 UI/mL de hCG 

(Vetercor; Intervet, São Paulo, SP, Brasil) e 10% de soro fetal bovino (SFB; Cripion, 

Andradina, SP, Brasil). O cultivo de maturação foi feito em microgotas de 100 µL de 

meio B-199 (15 a 20 oócitos/gota) cobertas com óleo mineral, em incubadora com 

temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 em ar por 24 horas. 

 Após a MIV, os CCOs foram fertilizados in vitro. As palhetas de sêmen dos 12 

touros foram descongeladas ao mesmo tempo a 37°C por 30 segundos e seu 

conteúdo foi centrifugado em gradiente de densidade descontínua de Percoll durante 

7 minutos a 2300 x g e posteriormente com meio TALP por 5 minutos a 690 g. O 

sedimento recuperado foi avaliado quanto a concentração e a motilidade 

espermática. A concentração espermática foi ajustada para 25x106 

espermatozoides/mL de meio de fecundação (TALP-FIV) suplementado com 4 

µL/mL de solução PHE (1 mM hipotaurina, 2 mM penicilamina e 250 µM epinefrina) e 

10 µg/mL heparina. Aproximadamente 100x103 espermatozoides foram adicionados 

a cada gota de 100 µL de meio de fecundação com 15 a 20 oócitos/gota, onde 

permaneceram em atmosfera de 5% de CO2 em ar a 38,5°C por 18-22 horas. 
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 Após a fertilização, os prováveis zigotos foram desnudados das células do 

cumulus por sucessivas pipetagens e transferidos para placas de cultivo celular 

contendo  i ro otas de 100 µL de  eio “Syntheti  Ovidu t Fluid”  odificado 

(mSOF) suplementado com 0,2 mM de L-glutamina, 0,34 mM de citrato de sódio, 2,8 

mM de myo-inositol, 2% de BME aminoácidos essenciais, 1% de MEM aminoácidos 

não essenciais, 0,5% de BSA e 2,5% de SFB, 1µl/ml  ciprofloxacina (cicpofloxacin 

Sigma Aldrich - 17850, St. Louis, Missouri, EUA). O cultivo foi realizado em 

incubadora com atmosfera de 5% de CO2 em ar à 38,5°C por 7 dias, e foi realizado 

feeding (troca de meio) no 3o e 5o dia de cultivo embrionário.  

 A taxa de clivagem (no de oócitos clivados/ no de oócitos totais / tratamento) 

foi avaliada 24 horas depois dos prováveis zigotos serem colocados em cultivo. No 

7º dia a partir da fertilização foi verificada a taxa de blastocistos formados (no de 

blastocistos formados/no de oócitos totais / tratamento). 

 

5.11 Análise dos dados 

Os resultados foram submetidos à análise de variância de medidas repetidas 

no tempo. As análises foram realizadas com auxílio do programa "Statistical Analysis 

Software Institute" (SAS), utilizando-se o procedimento PROC MIXED. As médias 

foram ajustadas pelo método dos quadrados mínimos ("LSMEANS") e comparadas, 

quando necessário, por meio da probabilidade da diferença ("PDIFF"), usando o 

teste "t". A significância estatística foi declarada quando P<0,05. 

 O modelo estatístico para as variáveis de pastagem foi: 

y = µ + ano + piq + temp + sup*temp + e 

onde: 

y = variável estudada; µ = média; ano = efeito do ano; piq = efeito do piquete; temp = 

efeito do tempo (meses); sup = suplementação; sup*temp = Interação sup x temp; e 

= erro.  

 O modelo estatístico para as outras varáveis foi: 

y = µ + ano + sup + car + temp + sup*car + sup*car*temp + e 

onde: 

y = variável estudada; µ = média; ano = efeito do ano; sup = efeito da 

suplementação; car = efeito do CAR; temp = efeito do tempo (meses); sup*car = 
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Interação sup x car; sup*car*temp = Interação sup x car x temp; e = erro. Nesse 

modelo, a estrutura de medidas repetidas foi considerada modelando as 

(co)variâncias residuais. 

 A estrutura da matriz de (co)variância que resultou em melhor ajuste do 

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

de Akaike (AIC) e o Critério de Informação Bayesiano (BIC).  

 

6. Resultados e Discussão 

  

6.1 Dados climáticos, características do pasto e consumo alimentar 

 Os dados metereológicos mensais dos anos 2015 e 2016, segundo o Centro 

Integrado de Informações Agrometeorológicas (CIIAGRO, 2017) localizado no 

Instituto de Zootecnia/APTA/SAA de Sertãozinho - SP, estão apresentados na 

Figura 6. Pode-se observar as estações do ano de 2015 e 2016, sendo verão (21 de 

dezembro a 20 de março), outono (20 de março a 20 de junho), inverno (20 de junho 

a 22 de setembro) e primavera (22 de setembro a 21 de dezembro). 

 No inverno e primavera (avaliação no mês julho e outubro, respectivamente) 

foi observado menor consumo de massa seca (CMS) e menor ganho de peso médio 

diário (GMD) dos animais em relação ao verão e outono (Tabela 2), o que foi devido 

ao período de seca na região e a baixa qualidade da pastagem (Figura 6).      

 

 
Figura 6. Temperatura mensal máxima e mínima (oC) e precipitação pluviométrica 
(mm) durante o período experimental (anos 2015 e 2016). 
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Tabela 2. Consumo de massa seca (CMS), ganho médio diário, características da 
pastagem e perfil de ácidos graxos de Brachiaria brizantha cv Marandu, do pastejo 
simulado, de acordo com as estações do ano. 
 
Consumo

2
  

Estação do ano
1
 

  

 
Verão Outono Inverno Primavera EPM* P-valor 

GMD, kg/d 
 

0,66
a
 0,67

a
 0,36

b
 -0,004

c
 0,03 <0,001 

CMS Forragem, kg/d 
 

8,69
a
 8,33

a
 5,36

c
 6,14

b
 0,28 <0,001 

CMS Total, kg/d 
 

9,67
a
 9,31

a
 6,34

c
 7,11

b
 0,28 <0,001 

CMS Total, % PC 
 

2,29
a
 1,87

b
 1,23

d
 1,36

c
 0,05 <0,001 

Características da pastagem
3
 

       
Alt forragem (cm) 

 
86,25

a
 80,0

a
 56,75

b
 32,0

c
 5,55 <0,001 

MSF (kg/ha) 
 

5976,3
a
 5266,4

a
 4657,5

ab
 2957,5

b
 658,2 0,03 

MS (%) 
 

27,12
b
 30,97

b
 49,93

a
 42,22

a
 2,73 <0,001 

MM (%MS) 
 

7,35 7,63 7,02 6,57 0,37 0,27 

PB (%MS) 
 

10,54
a
 9,0

a
 5,14

b
 8,15

a
 0,82 0,004 

EE (%MS) 
 

1,59
a
 1,46

a
 1,08

b
 1,02

b
 0,11 0,01 

FDN (%MS) 
 

64,20
b
 65,62

b
 72,57

a
 67,94

b
 1,49 0,009 

FDA (%MS) 
 

28,90
c
 32,49

bc
 41,90

a
 38,80

ab
 2,34 0,005 

Lignina (%MS) 
 

3,2
b
 3,6

b
 5,35

a
 5,5

a
 0,54 0,02 

FDNi (%MS) 
 

21,49
b
 22,03

b
 34,87

a
 33,83

a
 1,83 <0,001 

Perfil dos ácidos graxos (%) 
       

Palmítico (C16:1) 
 

29,86 27,61 26,1 21,95 2,46 0,19 

Esteárico (C18:0) 
 

2,82
bc

 3,51
b
 5,43

a
 2,68

c
 0,23 <0,001 

Oleico (C18:1n9c) 
 

4,42
c
 4,23

c
 8,46

a
 6,41

b
 0,5 <0,001 

Linoleico (C18:2n6c) 
 

17,62 19,57 24,49 21,04 1,68 0,07 

γ Linolenico (C18:3n6) 
 

0,04
c
 0,09

b
 0,17

a
 0,06

bc
 0,01 <0,001 

α Linolenico (C18:3n3) 
 

37,78
a
 36,46

a
 23,21

b
 42,06

a
 2,82 0,003 

Outros
4
 

 
7,43

b
 8,51

ab
 12,12

a
 5,77

b
 1,25 0,02 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo 
método dos quadrados mínimos (P<0,05). 

1
 Verão: mês fevereiro; Outono: mês maio; Inverno: mês 

julho; Primavera: mês outubro. 
2
 GMD = ganho de peso médio diário; CMS Forragem = consumo de 

massa seca da forragem; CMS Total, kg/d = consumo de massa seca da forragem + suplemento 
fornecido; CMS Total, %PC = consumo de massa seca da forragem + suplemento fornecido em 
relação ao peso corporal. 

3
 Alt. forragem = altura de forragem; MSF = Massa seca da forragem; MS = 

Matéria seca; MM = matéria mineral; PB = proteína bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra insolúvel 
em detergente neutro; FDA = fibra insolúvel em detergente ácido; Lignina; FDNi = fibra insolúvel em 
detergente neutro indigestível. 

4 
Outros ácidos graxos: laurico (C12:0); mirístico (C14); 

pentadecanoico (C15:0); palmitoleico (C16:1); heptadecenoico (C17:0); heptadecenoico (C17:1); cis-
vacênico (C18:1n7); araquídico (C20:0); eicosenoico (C20:1n9); behênico (C22:0); tricosanóico 
(C23:0); lignocérico (C24:0). 

  

 No presente estudo, a redução na altura e massa seca da forragem (MSF) foi 

observado ao longo dos meses. Outros autores também relataram positiva 

associação entre altura do dossel, MSF e época do ano, assim no período de seca 

foi apresentado menor altura da forragem e MSF (FAGUNDES et al. 1999; 

MACHADO et al. 2007; FLORES et al. 2008). De acordo com MINSON (1990), o 
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limite mínimo de MSF em pastos de gramínea tropical, independentemente do 

cultivar e da altura do dossel, para não limitar o consumo de forragem é de 2.000 kg 

de massa seca/ha. No presente estudo, a menor MSF foi observado no outono com 

2.957,5±658,2 kg de massa seca/ha, assim atendendo o limite mínimo de MSF 

estipulado por Minson (1990) (Tabela 2). 

 Os maiores CMS total e GMD durante o período das águas (verão e outorno) 

está relacionado às melhores condições climáticas neste período (Tabela 2; Figura 

6) proporcionando melhores condições da pastagem. Essas variações também 

foram observados por Euclides (2000), Molan (2004), Carnevalli et al. (2006) e 

Barbosa et al. (2007) para diversas gramíneas tropicais.  

 A deficiência de nutrientes específicos nas gramínias pode limitar o consumo 

(MINSON, 1990; REIS et al., 2011). De acordo com MORAES et al. (2010), durante 

a estação seca do ano, as gramíneas tropicais apresentam baixo valor nutritivo e 

teor proteico inferior a 7,0%, sendo este valor mínimo para que os microrganismos 

do rúmen tenham condições de utilizar os substratos energéticos fibrosos da 

forragem ingerida (MILFORD; MINSON, 1966; MINSON; MILFORD, 1967). Porém, 

os animais em pastejo não consomem todas as frações das plantas, selecionando 

as que apresentam maior valor nutritivo, ou seja, folhas verdes e, durante a seca, 

também folhas senescentes. Assim, nas épocas de baixa qualidade do pasto, o 

equilíbrio entre o consumo de nitrogênio e a síntese de compostos nitrogenados no 

rúmen pode ser atingido com suplementação de proteína adicional à forragem 

(DETMANN; PAULINO; VALADARES FILHO, 2010).  

 No presente estudo, a suplementação oferecida para os animais dos 2 grupos 

supriram as deficiências da forragem na época seca do ano. Assim, o CMS total e 

GMD foram menores nessa época baseado nas características da forragem (massa 

e composição química), fato atribuído ao processo de senescência da parte aérea 

da forragem com aumento no teor de fibra e perda de seu valor nutritivo (VAN 

SOEST, 1994). No entanto foi notado que na estação da primavera houve aumento 

no CMS total em relação ao inverno e o GMD não acompanhando o CMS, isto deve 

ao crescimento corporal dos animais necessitando de maior consumo para 

satisfazer as exigências nutricionais de touros jovens. A pastagem de Brachiaria 

brizantha cv Marandu na primavera, apresentou redução nos teores de fibra em 



43 
 

relação ao inverno; isto se deve ao crescimento dessas plantas, devido a ocorrência 

de chuvas e aumento de temperatura (Figura 6), com consequente aumento das 

porções mais digestíveis, como folhas verdes (MORELLI, 2015).  

 Em sistema de pastejo sob lotação contínua, a oferta de folhas reduzem ao 

longo do tempo, devido não apenas às condições climáticas, que resultam em 

modificações na estrutura do dossel, mas também pelo consumo, pisoteio dos 

animais, idade fisiológica e fertilidade do solo ocorrendo variações na composição 

química do capim, alterando o valor nutritivo ao longo do ano (MOLAN 2004; 

CARNEVALLI et al. 2006; BARBOSA et al. 2007; FLORES et al. 2008). Embora não 

tenha sido feita a separação da massa de forragem em folhas, colmos e material 

morto, é possivel observar aumento do valor de matéria seca de 27,12% (verão) 

para 49,93% (inverno) em funçao do aumento de colmos e material morto nas 

pastagens tropicais. 

 Não foram observadas diferenças no CMS dos touros jovens que receberam 

suplemento com ou sem AGs protegido, animais alto e baixo CAR e interação 

suplemento x CAR (Tabela 3).  
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Tabela 3. Consumo alimentar e características de crescimento de touros jovens Nelore em pastejo classificados para 
consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 

Consumo alimentar
1
 

 
Suplementos 

 
CAR 

 EPM* 
 P-valor

3
 

 
AGs Controle 

 
Alto Baixo 

 
SUP CAR TEMP SUP*CAR 

CMS Forragem (kg/dia) 
 

7,06 7,2 
 

7,31 6,95 
 

0,20 0,63 0,21 <0,001 0,43 

CMS Total (kg/dia) 
 

7,94 8,27 
 

8,29 7,92 
 

0,21 0,26 0,21 <0,001 0,43 

Características de crescimento
2
 

          
 

 
Idade inicial (mês) 

 
14,34 14,36 

 
14,3 14,4 

 
0,13 0,87 0,59 . . 

Idade final (mês) 
 

24,62 24,65 
 

24,58 24,68 
 

0,13 0,87 0,59 . . 

PC Inicial (kg) 
 

390,12 388,92 
 

380,95
b
 398,08

a
 

 
5,43 0,87 0,03 . 0,55 

PC final (kg) 
 

522,13 520,24 
 

508,08
b
 534,29

a
 

 
6,09 0,82 0,004 . 0,08 

PC médio (kg) 
 

480,64 476,17 
 

466,85
b
 489,96

a
 

 
6,53 0,64 0,04 <0,001 0,54 

PC
0,75

 (kg) 
 

102,49 101,78 
 

100,29
b
 103,98

a
 

 
1,05 0,65 0,04 <0,001 0,53 

GMD (kg) 
 

0,42 0,43 
 

0,41 0,44 
 

0,01 0,57 0,41 <0,001 0,54 

ECC (1-9) 
 

6,21 6,13 
 

6,15 6,19 
 

0,07 0,51 0,75 <0,001 0,74 

ALTG (cm) 
 

145,6 146,04 
 

144,54
b
 147,91

a
 

 
0,6 0,61 0,007 <0,001 0,17 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo método dos quadrados mínimos (P<0,05). 
1
 CMS 

Forragem = consumo de massa seca da forragem; CMS Total = consumo de massa seca da forragem + suplemento fornecido; CAR médio = consumo 
alimentar residual médio por tratamento. 

2
 PC = peso corporal; PC0,75 = peso corporal metabólico (Peso elevado a 0,75); GMD = ganho médio diário; 

ECC = escore de condição corporal; ALTG = altura de garupa. 
3
 SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; TEMP = valor de P 

entre as repetições (meses); SUP*CAR = valor de P entre as interações. 
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 Fitzsimons et al. (2013), em estudo com novilhas da raça Simental 

alimentadas com dieta a base de silagem de capim, não verificaram diferenças no 

CMS para ambas as classes de CAR (alto e baixo). Meyer, Kerley e Kallenbach 

(2008), avaliando vacas gestantes e lactantes em pastagem, não observou 

diferenças no CMS entre animais alto e baixo CAR. A semelhança no consumo dos 

animais de diferentes classes em pastagem pode ser devida aos métodos utilizados 

para medir a ingestão alimentar (HERD et al., 2002). No entanto, Kelly et al. (2010) e 

Nascimento et al. (2015), avaliando animais em confinamento, demonstraram que 

animais com baixo CAR possuem menor CMS comparados com alto CAR. Segundo 

Allen (2000) e Carvalho et al. (2016), a adição AGs, n-3 e n-6 protegido ou não, em 

suplementos para bovinos não afetou o CMS, semelhantemente ao observado no 

presente estudo para touros jovens Nelore. Isto deve-se a suplementação com ou 

sem AGs (isoprotéicas) oferecida para os animais que satisfizeram as necessidades 

nutricionais para bovinos jovens em fase de crescimento nos tratamentos.  

 O peso médio dos animais para baixo CAR no início do experimento foi maior 

em relação aos animais alto CAR, apresentando em torno 4,5% mais pesados. Essa 

diferença foi observada no peso corporal médio (PC médio), metabólico (PC0,75) e 

final (PC final) (Tabela 3). Na altura de garupa (ALTG) também foi observada 

diferença entre os animais baixo e alto CAR, com 2,3% mais altos para os animais 

baixo CAR. Diversos estudos (SCHENKEL et al., 2004; KELLY et al., 2011; 

SOBRINHO et al., 2011; STEYN et al., 2014) relataram que o CAR é independente 

geneticamente da ALTG e peso corporal (PC). Outros trabalhos (BASARAB et al., 

2003; NKRUMAH et al., 2006; SMITH et al., 2010) correlacionaram eficiência 

alimentar com características relativas ao tamanho corporal e não encontraram 

diferenças de altura na garupa (ALTG) em classes divergentes de CAR. Trevisan 

(2016) também não observou diferença entre PC inicial, final, médio e metabólico, 

entre animais de diferente classe de CAR. No entanto, no presente estudo observou-

se resultados diferentes no qual maior ALTG, PC para touros jovens classificados 

para baixo CAR em relação a alto CAR (P<0,05), isto deve-se aos animais baixo 

CAR apresentarem PC iniciais maiores e este resultado se manteve durante todo o 

experimento. Em relação à suplementação com AGs protegido, não foi observada 

diferença para essas variáveis de desempenho corporal. Os suplementos com ou 
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sem AGs fornecidos no presente estudo foram isoprotéicos, assim satisfazerem as 

necessidades nutricionais de touros jovens em crescimento não apresentando 

reflexo nas características de crescimento. No mesmo sentido, Gholami et al. (2010) 

também não encontraram diferença para PC médio para touros holandeses 

suplementados ou não com fontes de AGPs (óleo de peixe, n-3).   

 

6.2 Concentrações plasmáticas de metabólitos e hormônios 

 Na concentração de glicose, colesterol e HDL foram observadas diferença na 

interação tripla entre suplemento, CAR e meses do ano (Figuras 7, 8 e 9). As 

maiores concentrações séricas de glicose foram observados nos primeiros meses do 

experimento (dezembro à março) e posteriormente obteve diminuição para os quatro 

tratamentos em relação ao tempo (P=0,01) (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Concentração plasmática mensal de glicose (ng/dL) de touros jovens da 
raça Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) 
suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 
* P<0,05  
  

 A concentração plasmática adequada de glicose é essencial para o 

funcionamento normal do organismo, principalmente o sistema nervoso central 

(KERR, 2003). Os ruminantes absorvem pouca glicose a partir do trato digestivo, 

devido à extensa degradação dos carboidratos das dietas em AGs voláteis no 
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rúmen; sendo que os principais substratos para a síntese de glicose em ruminantes 

são propionato e aminoácidos gliconeogênicos (CLARK, 1975). Em estudo com 

animais jovens da raça Nelore, Gomes (2009) observou que a variação do CAR não 

foi relacionada com parâmetros sanguíneos e nível de glicose plasmática. No 

entanto, no presente estudo foi observado no mês de janeiro que os animais baixo 

CAR com suplementação com AGs protegido apresentaram menor concentração de 

glicose plasmática em relação aos outros grupos. E no mês de maio foi observado 

maior concentração para os animais alto CAR suplementados com AGs (P=0,01) 

(Figura 7). Aparentemente a suplementação com AGs protegida responde de 

maneira variável nas concentrações plasmáticas de glicose. Assim, Jenkis e Jenny 

(1989) e Gagliostro, Chilliard e Davicco (1991) observaram aumento nas 

concentrações de glicose, já Bermudes et al. (2003) não verificaram o mesmo ao 

suplementar bovinos com AGs protegidos. 

 Na Tabela 4 pode ser observado que os animais alto CAR apresentaram 

maior concentração de insulina em relação aos animais baixo CAR (P=0,004) e os 

animais baixo CAR suplementados com AGs protegido apresentaram maior 

concentração de leptina (P<0,001). Os touros suplementados com AGs protegido 

apresentaram maior concentração plasmática de testosterona em relação aos 

animais com suplementação sem AGs (P=0,04).    
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Tabela 4. Metabólitos sanguíneos e hormônios de touros jovens Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar 
residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 

Metabólitos
1
 

  Alto CAR   Baixo CAR   

EPM* 

P-valor
2
 

  AGs Controle   AGs Controle   SUP CAR TEMP SUP* CAR 
SUP*CAR* 

TEMP 

Glicose (mg/dL)   80,74 81,21   75,95 78,84   1,83 0,37 0,06 <0,001 0,51 0,02 

Colesterol (mg/dL)   163,37 127,41   159,8 121,72   4,63 <0,001 0,32 <0,001 0,81 <0,001 

HDL (mg/dL)
1
   65,92 59,56   68,51 56,39   2,33 0,0008 0,90 <0,001 0,23 0,02 

Hormônios               
      

Insulina (µU/mL)   11,29
a
 10,18

ab
   7,39

c
 9,46

b
   0,54 0,38 <0,001 <0,001 0,004 0,13 

Leptina (ng/mL)   11,47
bc

 12,65
b
   16,24

a
 11,39

c
   0,43 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,95 

Testosterona (ng/mL)   12,3 10,64   12,2 10,36   0,85 0,04 0,81 <0,001 0,91 0,74 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo método dos quadrados mínimos (P<0,05). 
1
 HDL = 

lipoproteína de alta densidade. 
2 

SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; TEMP = valor de P entre as repetições (meses); 
SUP*CAR = valor de P entre as interações SUP e CAR; SUP*CAR*TEMP = valor de P entre as interações SUP, CAR e TEMP. 
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 A insulina é um hormônio anabólico, produzido pelo pâncreas em resposta a 

alterações dos níveis plasmáticos de glicose (VOLP; REZENDE; ALFENAS, 2008). 

Pode ser notado na tabela 4 que as maiores concentrações de insulina foram 

observadas nos animais alto CAR, resultado semelhante foi observado 

numericamente para concentração de glicose. Assim, a elevação da glicose na 

corrente sanguínea estimula a secreção de insulina, pois existe uma interrelação de 

retroalimentação bem ajustada entre a velocidade de secreção de insulina e a 

concentração de glicose sanguínea (CUNNINGHAM, 2004). Richardson et al. 

(2004), observaram maiores concentrações de insulina e cortisol em animais alto 

CAR quando comparados aos animais baixo CAR. A maior concentração de insulina  

em animais alto CAR pode estar associada à sua maior deposição de gordura, uma 

vez que a insulina inibe a lipólise e estimula a lipogênese no tecido adiposo (ORR et 

al., 1988; HOCQUETTE et al., 1998). Kelly et al. (2009), estudando novilhas 

cruzadas taurinas, não encontraram correlações da concentração de insulina com 

ingestão de alimento, desempenho e medidas de eficiência alimentar, entre os 

animais alto e baixo CAR.  

Segundo Barth, Brito e Kastelic (2008), a leptina e a insulina apresenta 

correlação positiva com o desenvolvimento testicular. A leptina é um regulador do 

metabolismo energético, que exerce influência no comportamento de consumo de 

alimentos e reprodução dos animais, sendo correlacionada à massa de gordura 

corporal (ZIEBA et al., 2005). Além disso, a concentração de leptina aumenta 

naturalmente conforme a puberdade se aproxima, em diversas espécies (DÍAZ-

TORGA et al., 2001; GARCIA et al., 2002). No presente estudo, pode ser verificado 

que a leptina foi maior para animais baixo CAR suplementados com AGs protegido 

(P<0,001) (Tabela 4), tais resultados pode estar relacionado com a ingestão de 

suplemento com maior proporção de AGs protegido e porque os animais baixo CAR 

apresentaram maior PC médio (Tabela 3).    

 Com relação à concentração plasmática de colesterol, foi observado diferença 

a partir do mês de abril no qual os animais suplementados com AGs protegido 

apresentaram maior concentração de colesterol em relação aos animais que 

receberam suplementação sem AGs (Figura 8) (P<0,001). A concentração de 

lipoproteína de alta densidade (HDL) foi maior no mês de junho nos animais 
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suplementados com AGs protegido e animais alto CAR com suplementação controle 

em relação aos animais baixo CAR com suplementação controle. Nos meses de 

julho e agosto foi observado que os animais que receberam suplementação com 

AGs apresentaram maior concentração de HDL (Figura 9).  

 

 

Figura 8. Concentração plasmática de colesterol (ng/dL) mensal de touros jovens 
Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) 
suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 
*diferença significativa entre as suplementações com e sem AGs protegido (P<0,05).  
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Figura 9. Concentração plasmática de HDL (ng/dL) mensal de touros jovens Nelore 
em pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou 
não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 
*diferença significativa entre as suplementações com e sem AGs protegido (P<0,05).  

 

 Trabalhando com suplementação com AGs protegido para bovinos, Freitas 

Júnior et al. (2010), observaram aumento no colesterol total, LDL e HDL sanguíneo 

em relação aos animais que não receberam suplementação com AGs. Resultado 

semelhante foi observado no presente estudo com suplementação prolongada de 

AGs protegido para touros jovens (14 aos 24 meses de idade), que de acordo com 

Schauff e Clark (1992) e Elliott et al. (1993), esse aumento da concentração de 

colesterol total no sangue ocorre em razão do aumento da absorção e transporte de 

elevados teores de AGs circulantes provindos da suplementação. Grande parte do 

colesterol sanguíneo é transportada por lipoproteínas de alta (HDL) e baixa (LDL) 

densidade (GRUMMER; CARROL, 1991).  

 Talavera, Park e Williams (1985) e Willians (1989) relataram que dietas com 

alto nível de AGs foram associadas à elevação do nível de colesterol sanguíneos. 

West e Hill (1990) obtiveram um aumento no teor de colesterol sérico de 221,74 

mg/dL para 300,02 mg/dL, ao adicionar AGs protegido à dieta de vacas leiteiras. Do 

mesmo modo, Drackley e Elliott (1993), observaram um aumento na concentração 

de colesterol no plasma (176; 230; 247 e 250 mg/dL) ao suplementarem bovinos 

com AGs. 
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 No presente estudo, os touros suplementados com AGs protegidos 

apresentaram maior concentração plasmática de testosterona em relação aos 

animais com suplementação sem AGs (P=0,04) (Tabela 4). A exposição nutricional 

prolongada de AGs protegidos na dieta (10 meses, janeiro à outubro) no período de 

transição da maturidade sexual (dos 14 aos 24 meses de idade) aumentou a 

produção de testosterona pelas células de Leydig. Isto pode ser explicado pelo 

aumento da concentração de colesterol sanguíneo apresentado pelos animais 

suplementados com AGs protegido, visto que o coleterol origina os hormônios 

esteróides, como a testostorona (WATERMAN; KEENEY, 1992). No entanto, em 

outros estudos, suplementando touros com AGs em período experimental inferior ao 

alcançado no presente estudo, não observaram diferença na concentração 

plasmática de testosterona (SANTOS et al., 1998; ARLAS et al., 2008; CHACUR et 

al., 2010; HERNÁNDEZ et al., 2012).  

 A produção de testosterona pode ser um indicador da fertilidade em touros 

jovens, por estar relacionada com a idade à puberdade e maturidade sexual (POST; 

CHRISTENSEN; SEIFERT, 1987). Estudos têm demonstrado que o 

desenvolvimento das gônadas está relacionado ao aumento da produção de 

testosterona (CURTIS; AMANN, 1981; MOURA; ERICKSON, 1997), exercendo 

papel fundamental na manutenção da espermatogênese (ZIRKIN, 1998) e 

transcrição de genes que controlam a atividade mitótica e a diferenciação das 

células de Sertoli (BUZZARD; WREFORD; MORRISON, 2003). Estudos publicados 

por Moura e Erickson (1997) demonstraram que os touros que atingem este período 

de transição (puberdade) mais precocemente têm testículos maiores e possue mais 

células germinativas em idades posteriores do desenvolvimento reprodutivo.  

 

6.3 Ultrassonografia testicular 

 As análises de pixels do parênquima testicular não revelaram diferenças entre 

os tratamentos de suplementação com ou sem AGs protegido e o alto ou baixo CAR 

(Tabela 5). No entando, em relação á idade dos animais avaliados (meses) foi 

observado diferença na média de pixels (Figura 10) (P<0,001).   
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Tabela 5. Características ultrassonográficas testiculares de touros jovens Nelore em pastejo classificados para consumo 
alimentar residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 

Pixels
1
 

 
Alto CAR 

 
Baixo CAR 

 EPM* 
P-valor

3
 

 
AGs Controle 

 
AGs Controle 

 
SUP CAR TEMP SUP*CAR SUP*CAR*TEMP 

Médio 
 

96,48 89,56 
 

91,21 95,11 
 

7,19 0,83 0,98 <0,001 0,46 0,06 

Máx 
 

144,08 136,18 
 

137,47 142,06 
 

8,98 0,85 0,96 <0,001 0,49 0,06 

Mín 
 

49,89 46,32 
 

47,6 49,58 
 

1,91 0,68 0,8 <0,001 0,16 0,24 

Desv. Pad. 
 

16,21 15,53 
 

15,39 15,89 
 

0,31 0,78 0,47 <0,001 0,07 0,72 

US Artéria Testicular
2
              

Diâmetro (mm) 
 

2,73 2,67 
 

2,74 2,76 
 

0,04 0,67 0,25 <0,001 0,34 0,09 

PVS (cm/s) 
 

15,76 15,32 
 

16,28 15,81 
 

0,46 0,33 0,28 <0,001 0,97 0,92 

VDF (cm/s) 
 

7,34 7,26 
 

7,49 8,03 
 

0,41 0,58 0,27 <0,001 0,45 0,49 

IR 
 

0,52 0,51 
 

0,53 0,48 
 

0,02 0,26 0,55 0,03 0,40 0,34 

IP 
 

0,73 0,72 
 

0,75 0,65 
 

0,03 0,26 0,67 0,02 0,37 0,62 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo método dos quadrados mínimos (P<0,05). 
1
 Níveis 

de pixels médio; Máx = máximo; Mín = mínimo e Desv. Pad. = heterogeneidade de pixels representada pelo desvio padrão da imagem. 
2
 Diâmetro da 

artéria testicular; PVS = pico de velocidade sistólica; VDF = velocidade diastólica final; IR = índice de resistência vascular; IP = índice de pulsat ilidade 
vascular. 

3
 SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; TEMP = valor de P entre as repetições (meses); SUP*CAR = valor de P 

entre as interações SUP e CAR; SUP*CAR*TEMP = valor de P entre as interações SUP, CAR e TEMP. 
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Figura 10. Pixels médio mensal do parênquima testicular de touros jovens Nelore em 
pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não 
com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 
 

 A utilização da ultrassonografia para avaliar o desenvolvimento e 

ecogenecidade testicular de touros jovens revela um parênquima testicular 

homogênio e moderadamente ecogênico (PECHMAN; EILTS,1987; CHANDOLIA et 

al., 1997; EDRASZCZYK, 2004; BRITO et al., 2004b; ABDEL-RAZEK; ALI, 2005).  

 Chandolia et al. (1997), Ahmad (2011), Brito (2012) e Pastore et al. (2015), ao 

estudarem o desenvolvimento testicular de touros jovens por ultrassonografia 

relataram aumento da ecogenicidade em proporção direta com a idade. De acordo 

com estes pesquisadores, o aumento da ecogenicidade de acordo com a idade 

ocorre por uma proliferação celular, a qual inicia-se com a divisão das 

espermatogônias e a formação de mais células maturas da espermatogênese. 

Posteriormente ocorre aumento da densidade das células, caracterizada pela 

formação das espermátides e, em seguida, transformação em espermatozoides.  

 Chandolia et al. (1997) e Ahmad (2011) verificaram também, outra fase, que a 

ecogenicidade testicular diminuiu, e atribuíram este fato à formação do lúmen dos 

túbulos seminíferos e consequente produção de fluido pelas células de Sertoli, 

necessários à espermatogênese. Isto justifica a queda da quantidade de pixels nos 

meses de dezembro à junho no presente estudo e posterior aumento em relação a 

idade (Figura 10).  
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 Kastelic, Cook e Coulter (1997) observaram, em bovinos Canchim e Nelore, 

que o aumento dos valores na contagem de pixels encontra-se correlacionada com a 

diminuição dos defeitos espermáticos. No entanto, Tomlinson et al (2017) não 

observaram associação dos índices de pixels com qualidade seminal no momento 

do teste. Isto provavelmente é devido ao fato de que o parênquima testicular no 

momento da coleta não se correlaciona com o sêmen apresentado no momento da 

ejaculação.    

 No presente estudo foi observado aumento do diâmetro dos vasos do plexo 

pampiniforme e do PE apresentando valores iniciais médios aos 14,3±0,13 meses de 

idade de 2,14±0,05 mm e 27±0,34 cm, respectivamente e, na avaliação do mês de 

outubro (24±0,13 meses de idade) de 2,96±0,03 mm para o diâmetro e de 33±0,34 

para PE (Tabela 5) (P<0,001), o que corrobora os achados de Brito et al. (2012). O 

aumento do diâmetro dos vasos testiculares pode melhorar a capacidade 

termorreguladora e a qualidade seminal. Segundo Brito et al. (2003) e Brito et al. 

(2012), a maior estabilidade dos processos da espermatogênese esteve associado 

ao aumento do diâmetro dos vasos testiculares e com diminuição dos defeitos 

espermáticos e aumento da porcentagem de espermatozoides normais. 

 O fluxo sanguíneo da artéria testicular analisado pelo doppler espectral não 

diferiram em relação aos tratamentos de suplementação prolongado com ou sem 

AGs protegido e alto ou baixo CAR (Tabela 5). Foi observado diferença apenas 

entre os meses analisados (Figura 11) (P<0,001).  
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Figura 11. Pico de velocidade sistólica (PVS) e velocidade diastólica final (VDF) 
mensais da artéria testicular de touros jovens Nelore em pastejo classificados para 
consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos 
graxos (AGs) protegido. 
   

 A técnica Doppler foi realizada por Carvalho et al. (2008) para avaliação da 

artéria testicular, apresentando ondas de padrão monofásico de baixa resistividade, 

com picos sistólicos amplos e contínuos e alta velocidade de fluxo diastólico, típica 

de órgãos que possuem demanda contínua de sangue. Na Figura 11, foi observado 

que PVS e VDF aumentaram de acordo com o desenvolvimento dos animais, 

apresentando correlação positiva com a idade (14 aos 24 meses de idade) e 

aumento do diâmetro dos vasos testiculares.  

 Segundo Pinggera et al. (2008) e Schurich et al. (2009), o IR está relacionado 

com a perfusão normal dos tecidos e alterações nos testículos levam ao aumento 

desses valores. Em homens oligospérmicos foi observado IR maior quando 

comparado aos normospérmicos, podendo servir de parâmetro para processos de 

infertilidade (PINGGERA et al., 2008). Em cães com casos de orquite, epididimites, 

criptorquidismo e tumores testiculares ocorreu aumento na vascularização, bem 

como aumento do IR e IP (BUMIN et al., 2007). No entanto, baixos valores desses 

índices indicam uma alta perfusão sanguínea testicular e afetando os estágios 

iniciais da espermatogênese, alterando-a devido a defeito energético nas 

mitocôndrias dos espermatozoides (ZELLI et al., 2013). Kutzler et al. (2011) 
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avaliando a fertilidade em camelídeos, observou que os parâmetros VPS e VDF 

apresentaram valores maiores em animais férteis. Assim, a ultrassonografia Doppler 

é importante na avaliação de afecções que acometem os testículos, sendo possível 

verificar mudanças, tanto na perfusão sanguínea quanto nos valores doppler 

espectral.  

 

6.4 Avaliação andrológica 

 As análises de avaliação andrológica não apresentaram diferença significativa 

entre os tratamentos suplementados com ou sem AGs protegido e alto ou baixo 

CAR (Tabela 6). No entando, foi observado diferença entre as características 

reprodutivas e seminais de acordo com os meses do ano, resultado este que já era 

esperado pois ocorreu associação positiva entre a melhora das avaliações 

andrológicas e o aumento da idade dos animais (dos 14 aos 24 meses de idade). 

Observa-se associação inversa entre motilidade e concentração espermática com os 

defeitos maiores e totais, assim quando houve aumento de motilidade e 

concentração, os defeitos diminuiram, esta melhora da qualidade espermática 

ocorreu de acordo com o aumento da idade dos touros e proximidade com a 

maturidade sexual (Figura 12) (P<0,001).  
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Tabela 6. Características reprodutivas e seminais de touros da raça Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar 
residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido. 

Variáveis média
1
 

  Alto CAR   Baixo CAR   
EPM* 

P-valor
3
 

 
AGs Controle   AGs Controle   SUP CAR TEMP SUP*CAR SUP*CAR*TEMP 

T. testicular (
o
C) 

 
33,04 33,03 

 
32,93 33,08 

 
0,10 0,48 0,77 <0,001 0,44 <0,001 

T. corporal (
o
C) 

 
37,1 37,09 

 
36,85 37,16 

 
0,10 0,17 0,42 <0,001 0,13 0,36 

PE (cm) 
 

30,74 30,12 
 

31,69 31,15 
 

0,59 0,33 0,10 <0,001 0,95 0,11 
Tonus test (1-5) 

 
3,39 3,25 

 
3,38 3,4 

 
0,08 0,48 0,40 0,001 0,39 0,99 

Motilidade (%) 
 

57,8 61,66 
 

62,49 62,27 
 

2,21 0,41 0,23 <0,001 0,36 0,91 
Vigor (1-5) 

 
2,62 2,71 

 
2,74 2,73 

 
0,09 0,67 0,42 <0,001 0,55 0,69 

Conc (x 10
6
/ml) 

 
303,13 306,11 

 
422,6 344,84 

 
55,0 0,50 0,15 <0,001 0,46 0,70 

Def. maiores (%) 
 

33,75 23,47 
 

24,16 25,75 
 

5,12 0,40 0,48 <0,001 0,25 0,89 
Def. totais (%) 

 
41,46 36,15 

 
34,28 35,23 

 
4,18 0,60 0,33 <0,001 0,46 0,94 

CASA
2
   

           
MT (%)   69,39 73,6 

 
74,53 79,07 

 
3,20 0,18 0,10 <0,001 0,95 0,49 

MP (%) 
 

53,6 57,11 
 

56,83 60,96 
 

2,99 0,21 0,24 <0,001 0,91 0,28 
RAP (%) 

 
65,77 69,01 

 
69,97 60,96 

 
3,18 0,24 0,14 <0,001 0,84 0,19 

VAP (µm/s) 
 

89,64 84,17 
 

87,16 88,51 
 

2,26 0,36 0,68 <0,001 0,14 0,01 
VSL (µm/s) 

 
74,53 70,69 

 
72,87 74,34 

 
1,83 0,52 0,59 <0,001 0,15 <0,001 

VCL (µm/s) 
 

143,0 132,2 
 

138,4 138,7 
 

4,63 0,26 0,84 <0,001 0,24 0,16 
ALH (µm)   5,59 5,17 

 
5,55 5,48 

 
0,24 0,32 0,58 <0,001 0,49 0,42 

BCF (Hz)   32,12 33,05 
 

33,28 33,52 
 

0,63 0,35 0,20 <0,001 0,59 0,54 
STR (%)   83,23 84,21 

 
83,84 84,26 

 
0,58 0,24 0,58 <0,001 0,63 0,22 

LIN (%)   55,96 57,68 
 

56,7 56,37 
 

1,21 0,57 0,81 <0,001 0,40 0,60 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo método dos quadrados mínimos (P<0,05). 
1
 T. 

Testicular = temperatura testicular; T. corporal = temperura testicular; PE = perímetro escrotal; Tonus test = tonus testicular; Motilidade espermática; 
Vigor espermático; Conc = concentração espermática; Def. maiores = defeitos maiores; Def. totais = defeitos totais. 

2
 Análise computadorizada 

(CASA); MT = motilidade espermática total; MP = motilidade progressiva; RAP = velocidade espermática rápida; VAP = velocidade de trajeto; VSL = 
velocidade em linha reta ; VCL = velocidade curvilinear; ALH = amplitude do deslocamento lateral de cabeça; BCF = freqüência de batimentos 
cruzados, STR = retilinearidade; LIN = linearidade de movimento. 

3
 SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; TEMP = valor 

de P entre as repetições (meses); SUP*CAR = valor de P entre as interação SUP e CAR; SUP*CAR*TEMP = valor de P entre as interações SUP, CAR 
e TEMP. 
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Figura 12. Motilidade, defeitos maiores, defeitos totais e concentração espermática 
mensal de touros da raça Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar 
residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido.  
* Conc = concentração; Mot = motilidade; Def. totais = defeitos totais; Def mai = defeitos maiores. 

 

 Na Figura 13 foi observado associação positiva entre concentração 

plasmática de testosterona (ng/mL) e PE de acordo com os meses do ano 

(P<0,001), pois ocorreu um aumento dessas variáveis de acordo com o aumento da 

idade desses animais. Na Figura 14 também foi observado associação positiva com 

velocidade espermática avaliadas por CASA (VAP, VSL e VCL) e os meses do ano 

(idade dos animais).  

 

 

Figura 13. Perímetro escrotal (PE) e concentração de testosterona plasmática 
(ng/mL) de touros da raça Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar 
residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido.  
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Figura 14. Velocidade de trajeto (VAP), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade 
curvilinear (VCL) mensais de amostras seminais de touros da raça Nelore em 
pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não 
com fonte de ácidos graxos (AGs) protegido.  
 

  A puberdade é definida como sendo o período em que touros jovens são 

capazes de produzir espermatozoides viáveis, ocorra a maturação das glândulas 

assessórias, demonstrar interesse sexual, e desenvolvimento peniano para permitir 

a cópula e ejaculação (FOOTE, 1988; BRITO et al., 2004a). Além disso, esses 

autores caracterizam a maturidade sexual como sendo o período em que o animal 

pode ser utilizado na reprodução e apresenta ejaculado com 70% ou mais de 

espermatozoides normais (GARCIA; PINHEIRO; OKUDA, 1987).  

 De acordo com CBRA (2013) as características seminais desejáveis para 

sê en  res o s o:  otilidade ≥60%   on entraç o ≥350x106/ml, defeitos maiores 

≤10% e totais ≤30%. No presente estudo, essas características foram observadas a 

partir do mês junho (Figura 12), no qual os animais apresentavam média de idade de 

21 meses.  

 O PE apresentou associação positiva com a idade e desenvolvimento 

corporal e reprodutivo (Figura 13), fato que já é conhecido tanto para os zebuínos 

como para os taurinos (LUNSTRA et al., 1978; TROCÓNIZ et al., 1991; MOURA; 

ERIKSON, 1997; KASTELIC; THUNDATHIL, 2008; WALDNER et al., 2010; AHMAD 

et al., 2011).  No presente estudo, as características de biometria dos testículos não 

foram associadas à eficiência no consumo alimentar. De modo semelhante, Hafla et 

al. (2012) e Fontoura et al. (2016) não encontraram correlação entre o PE e o CAR. 
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No entanto, Awda et al. (2013) observaram que touros com menor eficiência 

alimentar apresentaram PE 7,8% maior. Contudo, a medida do PE é um método 

subjetivo para avaliar os parâmetros reprodutivos, sendo necessário utilizá-lo em 

conjunto com outras variáveis ligadas à fertilidade de touros (AGDEX, 2002).  

 Awda et al. (2013) e Fontoura et al. (2016), avaliando touros de diferentes 

classes de CAR, observaram que animais com baixo CAR tiveram diminuição da 

motilidade espermática progressiva. Segundo Wang et al. (2012), a média de 

motilidade espermática para touros alto CAR foi maior do que baixo CAR. No 

entanto, Fox et al. (2004) não relataram diferença no PE, concentração do sêmen, 

motilidade e anormalidades espermáticas em touros Bonsmara classificados para 

alto, médio e baixo CAR. Resultados semelhantes foram encontrados no presente 

estudo, no qual não foi observada diferença entre os animais alto e baixo CAR e as 

suplementações com ou sem AGs protegido para as avaliações andrológicas.  

 Os AGs estão presentes nos espermatozóides de todas as espécies 

domésticas, em particular, ácido docosa-hexaenóico (DHA, 22:6, n-3) e ácido 

docosapentaenóico (DPA, 22:5, n-6) (POULOS 1986; ARRUDA et al., 2010). Os 

DHA e DPA além de serem adquiridos pela dieta, podem ser sintetizados pelo 

organismo a partir do ácido α-linolênico (n-3) e linoleico (n-6) (VOSS et al., 1991; 

SALEM et al., 2001; UAUY; CASTILLO, 2003). Em amostras seminais de carneiros 

alimentados com óleo de girassol, observou-se maior concentração, motilidade e 

velocidade espermática em comparação ao sêmen de animais sob dieta contendo 

milho (SELVARAJU et al., 2012). Também foi relatado a melhora da cinética 

espermática, integridade de membrana plasmática e viabilidade espermática do 

sêmen fresco quando foi incluído fonte de AGs (óleo de peixe, n-3) na dieta de 

touros holandeses durante 90 dias (GHOLAMI et al., 2010). No entanto, em búfalos 

suplementados com dieta rica em AG (n-6) não foi observada diferença para 

concentração e motilidade espermática (ADEEL et al., 2009). 

 Segundo Fourie et al. (2004) e Barth, Brito e Kastelic (2008), a inclusão de 

maiores níveis energéticos na dieta de animais jovens é vantajosa para o 

desempenho produtivo, porém pode afetar as características seminais, devido à 

deposição de gordura na bolsa escrotal, principalmente no plexo pampiniforme. Esta 

gordura pode interferir no processo termorregulatório dos testículos, os quais são 
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vitais para a espermatogênese. Além disso, as altas temperaturas ambientais e os 

índices pluviométrico podem prejudicar a produção espermática (CHACÓN et al., 

1999; NICHI et al., 2006). No entanto, no presente estudo não foi observada 

diminuição nas características seminais dos touros suplementados com AGs 

protegido em relação às estações do ano (Figura 12). Achados semelhantes de Brito 

et al. (2002), Gholami et al. (2010) e Chacur et al. (2013) não verificaram alterações 

no sêmen no verão para touros taurinos e zebuinos.     

 Em relação à cinética espermática analisada pela técnica CASA, Farrell et al. 

(1998), associarm vários padrões de movimento espermático com fertilidade in vivo. 

No presente estudo a velocidades espermáticas do sêmen fresco (VAP e VSL) 

apresentaram aumento de acordo com os meses dos anos, demonstrando 

associação com o  aumento da idade dos touros (dos 14 aos 24 meses de idade) e 

com a melhora da qualidade seminal (Figura 15). Os valores de VAP, VSL e VCL 

apresentam grande relação com a fertilidade do sêmen in vivo e in vitro (CHAN, 

1990; MARSHBURN et al., 1992; HOLT et al., 1997; VERSTEGEN; IGUER-OUADA; 

ONCLIN, 2002). Além disso, maiores valores de VCL foram associados a maiores 

taxas de clivagens de oócitos fertilizados in vitro, indicando que o parâmetro de 

velocidade espermática apresenta grande importância para a determinação dos 

resultados de fertilidade (HWANG et al., 1999).  

 

6.5 Citometria de fluxo e teste de termorresistência rápido (TTR) 

 Na citometria de fluxo não foi observada diferença entre as suplementações 

com ou sem AGs protegido e o alto ou baixo CAR para análise de membrana 

plasmática e acrossomal íntegra (MPAI) (Tabela 7). Após passagem pelo TTR de 1h 

à 37oC observa-se que a análise espermática para MPAI foram acima de 30% para 

todos os grupos, notando a ótima qualidade do sêmen dos animais avaliados no 

presente estudo.   
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Tabela 7. Análises de citometria de fluxo e do teste de termorresistência rápido do sêmen pós descongelamento de touros 
jovens Nelore em pastejo classificados para consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não com fonte de ácidos 
graxos (AGs) protegido. 

Citometria de 
Fluxo

1
 

  T (0)*   TTR (1h - 37
o
C)**   

EPM* 

P-valor
3
 

  Alto CAR   Baixo CAR 
 

Alto CAR   Baixo CAR   

  AGs Controle   AGs Controle 
 

AGs Controle   AGs Controle 
 

SUP CAR TTR 
SUP*
CAR 

SUP*CAR*
TTR 

MPLAI (%) 
 

20,76 26,65 
 

23,15 29,58 
 

16,4 24,23 
 

16,11 27,86 
 

3,78 0,005 0,42 0,15 0,67 0,89 

MPAL (%) 
 

30,38 24,03 
 

26,56 26,41 
 

43,98 32,8 
 

39,75 33,93 
 

4,87 0,09 0,74 0,003 0,40 0,89 

MPAI (%) 
 

46,7 48,65 
 

49,08 42,61 
 

34,13 39,3 
 

40,65 34,58 
 

5,09 0,70 0,89 0,01 0,18 0,96 

MPIAL (%) 
 

2,15 0,66 
 

1,2 1,38 
 

5,48 3,66 
 

3,48 3,61 
 

0,72 0,20 0,32 <0,001 0,12 0,87 

CASA 
2
 

T (0)*   TTR (30` - 46
o
C)

#
 

 
            

MT (%)   79,33 72 
 

76,5 74,5 
 

74,33 62,16 
 

73,5 73 
 

6,51 0,24 0,60 0,3 0,36 0,92 

MP (%) 
 

61,16 55 
 

57,33 55,5 
 

63,83 51,83 
 

62,83 60,83 
 

5,81 0,18 0,77 0,53 0,38 0,86 

RAP (%) 
 

76,83 66,33 
 

73,83 69,16 
 

70,66 58,5 
 

71,16 69 
 

6,64 0,12 0,56 0,37 0,40 0,93 

VAP (µm/s) 
 

87,86 77,66 
 

93,1 81,66 
 

71,98 70,81 
 

77,65 74,8 
 

3,34 0,01 0,05 <0,001 0,75 0,33 

VSL (µm/s) 
 

71,03 64,1 
 

73,71 66,31 
 

62,95 61,98 
 

66,98 64,53 
 

2,53 0,01 0,11 0,01 0,78 0,50 

VCL (µm/s) 
 

142,6 127,4 
 

154,2 135,2 
 

111,0 109,1 
 

120,3 117,5 
 

6,58 0,04 0,05 <0,001 0,8 0,47 

ALH (µm) 
 

5,86 5,56 
 

6,21 5,76 
 

4,63 4,6 
 

4,96 4,88 
 

0,29 0,32 0,18 <0,001 0,81 0,90 

BCF (Hz) 
 

25,75 26,76 
 

25,41 27,1 
 

25,11 27,51 
 

26,51 29,6 
 

1,47 0,05 0,40 0,37 0,74 0,76 

STR (%) 
 

81,83 83,16 
 

80,16 82,16 
 

88 87,83 
 

86,83 86,5 
 

1,44 0,52 0,25 <0,001 0,91 0,84 

LIN (%)   53,33 53,83   51 52,83   58,83 58,66   58,66 58   1,76 0,77 0,42 <0,001 0,87 0,86 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo método dos quadrados mínimos (P<0,05). 
1
 MPLAI = 

membrana plasmatica lesada e acrossomal integra; MPAL = membrana plasmtica e acrossomal lesada; MPAI = membrana plasmática e acrossomal 
integra; MPIAL = membrana plasmática integra e acrossomal lesada. 

2
 Análise computadorizada (CASA): MT = motilidade espermática total; MP = 

motilidade progressiva; RAP = velocidade espermática rápida; VAP = velocidade de trajeto; VSL = velocidade em linha reta ; VCL = velocidade 
curvilinear; ALH = amplitude do deslocamento lateral de cabeça; BCF = freqüência de batimentos cruzados, STR = retilinearidade; LIN = linearidade de 
movimento. 

3
 SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; TEMP = valor de P entre os tempos de termorresistência; SUP*CAR 

= valor de P entre as interações SUP e CAR; SUP*CAR*TEMP = valor de P entre as interações SUP, CAR e TEMP. * T (0) = tempo 0 de análise do 
sêmen; ** TTR (1h - 37

o
C) = teste de termorresistência de 1 hora em 37

o
C; 

#
 TTR (30` - 46

o
C) = teste de termorresistência rápido de 30 minutos em 

46
o
C. 
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 A utilização da citometria de fluxo para avaliação espermática é objetiva e 

possui alta repetibilidade experimental, permitindo analisar milhares de células em 

pequeno espaço de tempo (GILLAN; EVANS; MAXWELL, 2005; HALLAP et al., 

2006). A integridade funcional da membrana plasmática é de vital importância para a 

viabilidade dos espermatozoides ao processo de fertilização (GIL et al., 2000, 

RASUL; AHMAD; ANZAR, 2001; KASIMANICKAM et al., 2007; OLIVEIRA et al., 

2013).  

 Segundo Selvaraju et al. (2012), a integridade das membranas plasmáticas e 

acrossomal foram maiores para espermatozoides de carneiros alimentados com 

dieta rica em AGs (n-3). A porcentagem de espermatozoides com membrana 

plasmática íntegra foi superior no sêmen descongelado de búfalos, quando 

alimentados com óleo ou semente de girassol (ADEEL et al., 2009). Para touros 

holandeses sob dieta rica em AG n-3 (óleo de peixe), foi observado tendência 

(P=0,1) em aumentar a porcentagem de espermatozoides com integridade da 

membrana plasmática, no sêmen pós-descongelação (GHOLAMI et al., 2010).  

 No presente estudo foi relatado menor proporção de MPLAI, que indica 

somente lesão na membrana plasmática, para o grupo suplementado com AGs 

protegido (P=0,005), e isto pode ser explicado pela proteção que os AGs 

apresentam na membrana dos espermatozoides para os processsos de 

criopreservação e posterior descongelação (CEROLINI et al., 2001; CASTELLANO 

et al., 2010; MAIA et al., 2010). Hernández et al. (2012), suplementando touros com 

fontes de AGs protegida da bio-hidrogenação ruminal (200g/animal/dia), observaram 

aumentos da integridade de membrana plasmática e acrossomal. Assim, a 

suplementação de touros com AGs pode ajudar a diminuir as alterações 

morfológicas nas membranas dos espermatozoides induzidas pela criopreservação 

(HERNÁNDEZ et al., 2012).   

 A utilização de dietas ricas em AGs modifica a composição dos 

espermatozoides de várias espécies domésticas (BLESBOIS et al., 2004; PENNY et 

al., 2000), melhorando as características físicas e metabólicas das membranas 

plasmática e acrossomal (PALMA; MICELI, 2008). Dessa forma, pode-se conferir 

homogeneidade aos espermatozoides e incrementar a possibilidade de que maior 
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número chegue à junção útero-tubárica, aumentando a probabilidade de fecundação 

dos oócitos in vivo (PALMA; MICELI, 2008; PENNY et al., 2000).  

 No teste de termorresistência rápida (TTR) foi observada diferença entre as 

suplementações, com maiores velocidades espermáticas (VAP, VSL e VCL) para os 

tratamentos suplementados com AGs protegido em relação aos tratamentos com 

suplementação controle (sem AGs) (Tabela 7; Figura 15).  

 

 

Figura 15. Velocidade de trajeto (VAP), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade 
curvilinear (VCL) encontradas pelo teste de termorresistência rápido (30 min - 46oC) 
de amostras seminais de touros jovens Nelore em pastejo suplementados (AGs) ou 
não com fonte de ácidos graxos protegido (Controle).  
* P<0,05.  

 

 Estas velocidades espermáticas determinam a habilidade de progressão dos 

espermatozoides em um determinado trajeto (CONTRI et al., 2010) e foram 

relacionadas com o processo de fecundação, uma vez que são aumentadas após a 

capacitação espermática (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). No 

presente estudo, o ambiente do plasma seminal dos animais que receberam a 

suplementação com AGs pode ter contribuído para o aumento dos valores de VAP, 

VSL e VCL. No entanto, Gholami et al. (2010), suplementando touros holandeses 
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com fonte de AGs (óleo de peixe, n-3), não encontraram diferença nos parâmetros 

de velocidades espermáticas e motilidade.  

 Nas análises pelo sistema CASA não foram observada diferença entre MT, 

MP e RAP no tempo de incubação (T-0 e TTR-30' a 46oC) mostrando a qualidade 

espermática dos animais após a passagem por processo de estresse térmico (46oC) 

e osmótico (osmolaridade acima de 1000mOsm/L determinada pelo uso do 

crioprotetor glicerol). No entanto, foi observada diferença no tempo de incubação 

para as variáveis de velocidade e ALH, STR e LIN. Tais alterações na qualidade 

seminal após passagem pelo TTR já eram esperadas no presente estudo, pois os 

espermatozoides passam por condições elevadas de temperatura durante período 

prolongado que pode ocasionar um aumento do metabolismo espermático (VIANNA 

et al., 2009). O STR e LIN após a passagem pelo teste de TTR apresentaram 

valores maiores e comportamento inverso às variáveis de velocidade (VAP, VCL e 

VSL) e ALH (Tabela 7). Apesar disso, a prova de termorresistência apresenta baixa 

sensibilidade para estimar fertilidade das amostras espermáticas, pois não imitam as 

reais condições uterinas sugeridas por Dimitropoulos (1967). Assim, são necessários 

avaliações em conjunto com outros testes para determinar a real capacidade 

fecundante da amostra espermática in vitro.  

 

6.6 Produção in vitro de embriões (PIVE) 

 Na análise de produção in vitro de embriões (PIVE) não foi verificado 

diferença para as taxas de clivagem e produção de blastocistos entre os tratamento 

suplementados com ou sem AGs protegido e alto ou baixo CAR (Tabela 8).  
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Tabela 8. Produção in vitro de embriões de touros jovens Nelore em pastejo 
classificados para consumo alimentar residual (CAR) suplementados ou não com 
fontes de ácidos graxos (AGs) protegido. 

Produção de embrião
1
 

Alto CAR 
 

Baixo CAR 
 EPM* 

P-valor
2
 

AGs Controle 
 

AGs Controle 
 

SUP CAR SUP*CAR 

Nº oócitos totais 207,2 202,7 
 

206,2 210,3 
 

4,27 0,96 0,45 0,32 

Tx de clivagem (%) 78,96 79,54 
 

75,57 78,78 
 

2,15 0,38 0,34 0,54 

Tx de blastocisto (%) 36,07 38,76 
 

33,24 35,39 
 

2,09 0,25 0,14 0,89 

* EPM = erro padrão da média. Médias na linha seguidas por letras diferentes são diferentes pelo 
método dos quadrados mínimos (P<0,05). 

1 
Nº oócitos totais = soma do número de oócitos das 6 

rotinas de PIVE; Tx de clivagem = taxa de clivagem; Tx de blastocisto = taxa de produção de 
blastocisto. 

2
 SUP = valor de P entre suplementos; CAR = valor de P entre CAR; SUP*CAR = valor de 

P entre as interações SUP. 
 

 A avaliação do potencial de fertilidade do sêmen é muito importante antes da 

sua utilização na IA ou PIVE (GARCÍA-ÁLVAREZ et al., 2009). Devido a isso, 

diversos métodos in vitro para a análise do sêmen foram incorporados ao presente 

estudo para avaliar a qualidade seminal de touros jovens da raça Nelore. Mas, de 

acordo com Amann e Hammerstedt (2002), a taxa de clivagem é o melhor teste 

disponível in vitro para expressar a fertilidade do sêmen, pois requer 

espermatozoides móveis, com morfologia normal e capacidade para ativar o oócito 

(BRAUDMEIIER et al., 2002). Segundo Sudano et al. (2011), touros que tiveram 

boas taxas de clivagem e produção de blastocistos in vitro apresentaram boas taxas 

de prenhez em programas de inseminação artificial em tempo fixo (IATF). A técnica 

da PIVE, além de avaliar a capacidade de fertilização oocitária pela taxa de 

clivagem, monitora as fases iniciais do desenvolvimento embrionário e verifica a taxa 

de embriões produzidos (GARCÍA-ÁLVAREZ et al., 2009).  

 A possível razão da ausência de efeito no presente estudo, pode ter sido o 

fornecimento insuficiente de AGs protegido (200 g/animal/dia), pois não influenciou 

nos espermatozoides para a FIV e posterior PIVE. De acordo com Pereira et al. 

(2004) e Aardema et al. (2011), os acidos graxos poliinsaturados possuem efeitos 

benéficos no desenvolvimento embrionário e sobrevivência pós-criopreservação.   
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7. Conclusões 

 

 

 O consumo alimentar a pasto de touros jovens da raça Nelore não sofreu 

influência do CAR e da suplementação com AGs protegido. 

 A suplementação nutricional com AGs protegido para touros jovens da raça 

Nelore (dos 14 aos 24 meses de idade) classificados para CAR não influenciou as 

características ultrassonográficas testiculares, a qualidade do sêmen fresco e a 

produção de embriões in vitro. 

 Animais suplementados com fonte de AGs protegido (dos 14 aos 24 meses 

de idade) apresentaram maiores velocidades espermáticas (VAP, VSL e VCL) no 

sêmen pós-descongelação. Além de apresentarem maiores concentrações 

plasmática de colesterol, HDL e testosterona, independentes do CAR. 
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9. Anexos 

 

 

Anexo 1: Intervalo de referência do laboratório de patologia clínica veterinária do 
Hospital Veterinário "Governador Laudo Natel" - UNESP Jaboticabal. 
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Anexo 2: Ficha técnica utilizada nas colheitas de andrológico. 
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Anexo 3. Configuração do software Hamilton Thorne Biosciences (IVOS - Ultimate 
12) para avaliar a cinética de espermatozoides bovinos. 

PARÂMETROS CONFIGURAÇÕES 

Taxa de aquisição de imagens (Hz) 30 

Imagens adquiridas por campo (no.) 30 

Contraste mínimo da célula 60 

Tamanho mínimo da célula (pixels) 6 
Velocidade de trajeto (VAP) mínimo de células progressivas 
(m/s) 40 

Retilinearidade (%) 70 

Valor de corte VAP (m/s) 30 

Valor de corte da velocidade retilínea (VSL, m/s) 20 

Ampliação 1,92 x 

Frequência de vídeo (Hz) 60 

Intensidade da iluminação 2193 

Temperatura 38oC 

Tipo de câmara Makler 

 

Anexo 4. Composição do formol salina tamponado utilizado para análise da 
morfologia dos espermatozoides. 

Formol Salina tamponada 

Ítem Ingrediente Quantidade 

1 Solução Tamponada STOCK* 
 

100 ml 

2 Solução de NaCl STOCK# 
 

150 ml 

3 Formalina (Formol 37 %) 
 

62,5 ml 

4 H2O destilada q.s.p.   500 ml 

        

1 Solução Tamponada STOCK* 
  

 
Na2HPO42H2O 21,25 g 

100 ml 

 
H2O destilada q.s.p. 500 ml 

    
 

KH2PO4 22,25 g 
40 ml 

 
H2O destilada q.s.p. 500 ml 

        

2 Solução de NaCl STOCK# 
  

 
NaCl 9,01 g 

   H2O destilada q.s.p. 500 ml   
  q.s.p. = quantidade suficiente para 


