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RESUMO 

 

A função do espermatozoide pode ser comprometida por condições ambientais 

adversas. Estudos já demonstraram que a exposição in vivo e in vitro de 

espermatozoides bovinos a temperatura elevada induz a morte celular, reduz a 

motilidade espermática e o potencial fertilizante do espermatozoide. No entanto, as 

alterações celulares induzidas pelo choque térmico em espermatozoides bovinos ainda 

são controversas. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar o efeito do choque 

térmico em espermatozoides de touros holandeses na motilidade espermática, produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), atividade mitocondrial, atividade de caspase, 

potencial de fertilização, cinética e desenvolvimento embrionário pré-implantacional. 

As amostras de sêmen foram descongeladas e submetidas ao gradiente de Percoll. Na 

amostra controle (sem incubação) os espermatozoides foram avaliados imediatamente 

após o gradiente de Percoll. Posteriormente, as amostras foram incubadas à 35 °C 

(Controle da temperatura testicular), 38,5 °C (temperatura corporal) e 41 °C (choque 

térmico)  por 4 horas. O choque térmico de 41 °C reduziu a motilidade espermática após 

2 h de incubação em comparação com 35 e 38,5 °C. A exposição de espermatozoides a 

diferentes temperaturas aumentou a produção de EROs, sendo este efeito mais 

acentuado no grupo 41°C em relação aos demais tratamentos. O aumento das EROs em 

espermatozoides submetidos ao choque térmico foi seguido da redução na atividade 

mitocondrial espermática e aumento na atividade de enzimas caspases. A exposição de 

espermatozoides ao choque térmico também reduziu o potencial fecundante do 

espermatozoide, alterou a cinética de desenvolvimento de embriões de 2-células, a 

cinética da clivagem embrionária e o desenvolvimento a blastocisto. Em conclusão, a 

exposição de espermatozoides de touros holandeses ao choque térmico desencadeou o 

estresse oxidativo, alterações celulares compatíveis com apoptose e comprometeu o 

desenvolvimento embrionário.  
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ABSTRACT 

 

Sperm function can be compromised by adverse environmental conditions. It has 

been demonstrated that in vivo and in vitro exposure of bovine sperm to elevated 

temperature induces cell death, reduces sperm motility and fertilizing potential.  

However, the role of heat shock on sperm apoptosis still controversial. Therefore, the 

objective of this study was to determine the effect Holstein sperm heat shock on sperm 

motility, oxidative stress production, mitochondrial activity, caspase activity, fertilizing 

potential and subsequent preimplantation embryonic development. Frozen-thawed 

Holstein sperm were subjected to control (non-incubation: sperm were evaluated 

immediately after Percoll gradient) and incubation at 35°C (testicular temperature 

control), 38.5°C (body temperature) and 41°C (heat shock) for 4 hours. Heat shock 

reduced sperm motility after 3 and 4 h incubation at 41°C as compared to 35 and 

38.5°C. Sperm mitochondrial activity was reduced by 38.5 and 41°C when compared to 

control. Heat shock also increased caspase activity after 41°C incubation for 4 hours as 

compared to 35°C and control. When sperm were incubated at different temperature for 

4 h, there was a evidence enhance in ROS quantity induced by heat stress. Initial 

cleavages, evaluated as 2-cell embryo, were more expressive at 35 hpi when compared 

with other times of evaluation. Total cleavage was also more significant at 35 hpi.. The 

percentage of oocytes fertilized, cleaved and that reached the 2-cell and blastocyst stage 

was reduced by 41°C when compared to 35°C and control. There was no differences 

between 38.5 and 41°C for these variables. In conclusion, exposure of Holstein sperm to 

heat shock during 4 hours reduced sperm function as compared to sperm at testicular 

temperature. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

O Brasil é o país com o segundo maior rebanho bovino do mundo e o maior 

exportador de carne desde 2004 (Brasil, 2012/2013 a 2022/2023). Também é 

considerado um grande produtor mundial de leite bovino e sua projeção de crescimento 

está em torno de 1,9% ao ano (Brasil, 2012/2013 a 2022/2023).  

Em sistemas de pecuária extensiva, a presença física dos touros corresponde a 

apenas 5% do total de animais. No entanto, na cadeia produtiva da bovinocultura, um 

macho é responsável por mais de 70% do melhoramento genético do rebanho (Ferreira 

et al., 2009).  

Por centenas de milhares de anos a evolução das subsepécies Bos taurus taurus e 

Bos taurus indicus ocorreu sob diferentes condições ambientais (Hansen, 2004). Os 

bovinos taurinos evoluíram em clima temperado e não foram expostos ao desafio dos 

estresses presentes nas regiões tropicais, sendo pouco produtivos nestes ambientes. 

Todavia, os zebuínos evoluíram nos trópicos na presença de elevadas cargas de calor, de 

doenças tropicais e de alto desafio de parasitas internos e externos (Assis, 2007). 

Ademais, esses animais tendem a ter uma menor exigência nutricional e a responder 

melhor do que animais Bos taurus taurus em ambientes com certo grau de restrição 

nutricional (Medeiros e Vieira, 1997). Entretanto, os bovinos em condições de estresse 

térmico, induzidos artificialmente quanto naturalmente pela estação do ano, apresentam 

inibição da secreção de GnRH (hormônio liberador de gonadotrofinas). Como 

consequência, na hipófise anterior, há a queda na liberação de LH (hormônio 

luteinizante) e de FSH (hormônio folículo estimulante). A diminuição na liberação das 

gonadotrofinas (LH e FSH) afeta produção de estrógenos, acarretando vários problemas 

de ordem reprodutiva no macho e na fêmea (Butler et al., 2003; De Rensis e 

Scaramuzzi, 2003) 

Grande parte dos animais de produção apresentam perda de sua performance 

reprodutiva com o aumento de 1 ºC na temperatura retal (MCDowell et al., 1976). Este 

aumento de temperatura quando nas primeiras 12 h após inseminação artificial diminui 

a fertilização em cerca de 16% e aumenta a taxa de mortalidade embrionária de 45 para 

61% entre os dias 35 e 42 de gestação (Ulberg e Burfening, 1967). Assim, em vacas 

lactantes a exposição em temperaturas e umidade elevadas causa hipertermia, resultando 

em estresse térmico e diminuição dos índices de gestação (Al-katanani et al., 1999). 

Nestas condições, os animais podem atingir e até ultrapassar temperaturas retais de 41 
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ºC (Ealy et al., 1993) estando esta temperatura associada à baixa taxa de prenhez 

(Ulberg e Burfening, 1967). 

A infertilidade ou sub-fertilidade de touros é um dos principais problemas em 

criação animal, pois tem um impacto significativo sobre o desempenho reprodutivo do 

rebanho. Os efeitos das mudanças climáticas e do aquecimento global afetam 

imensamente a saúde dos bovinos (Nardone et al., 2010). As altas temperaturas típicas 

do Brasil promovem o aumento da temperatura corporal em animais de aptidão para a 

produção de leite e carne, o que resulta em diminuição da produtividade e fertilidade 

(Hansen, 2009). 

Entre as diversas causas que provocam a diminuição do desempenho reprodutivo 

de touros, destacam-se as condições ambientais adversas (Hansen, 2009). Segundo 

Skinner Louw (1966), a temperatura ambiente crítica para prejuízo na espermatogênese 

em touros Bos taurus indicus e Bos taurus taurus está entre 27 °C e 32 °C. Estas 

temperaturas causam estresse térmico levando ao aumento da temperatura escrotal e 

testicular com consequente degeneração testicular (Waites, 1970).  

Estudos utilizando modelo de insulação escrotal demonstraram que o aumento 

da temperatura escrotal causa erros na espermatogênese com aumento na produção de 

espermatozoides anormais, redução da motilidade e comprometimento da maturação 

espermática. Nestes estudos, as alterações espermáticas ocorreram 12 a 14 dias após a 

exposição do animal ao estresse térmico, permanecendo por 26 a 90 dias pós-insulação 

escrotal, dependendo da severidade de estresse térmico ao qual os animais foram 

submetidos (Setchell, 1998). Além disto, a insulação escrotal reduziu o número total de 

espermatozoides ejaculados possivelmente devido reabsorção dos espermatozoides com 

defeitos morfológicos no epidídimo e ductos deferentes. No entanto, o número de 

espermatozoides ejaculados retornou aos valores experimentais iniciais após a remoção 

da insulação escrotal (Setchell, 1998). Nestes estudos, as taxas de clivagem 

demonstraram-se semelhantes quando oócitos foram fecundados com espermatozoides 

de touros pré-insulação e nos dias 7 e 14 pós- insulação.  No entanto, as taxas de 

blastocisto foram reduzidas quando os oócitos foram fecundados com espermatozoides 

coletados no dia 14 e 21 pós-insulação (Fernandes et al., 2008). Além de reduzir a 

capacidade fecundante do espermatozoide, o estresse térmico também aumentou as 

taxas de blastômeros positivos para apoptose após a fecundação de oócitos com sêmen 

coletado de touros submetidos à insulação escrotal de 48 horas (Walters et al., 2005). 
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Os efeitos diretos da temperatura elevada na função espermática também já 

foram demonstrados em experimentos in vitro (choque térmico). A exposição de 

espermatozoides bovinos as temperaturas entre 41 a 43 °C reduziram a viabilidade 

espermática em função do tempo de exposição quando comparados ao controle 39 ºC. A 

exposição dos espermatozoides a temperatura de 41 ºC por 3 ou 4 horas, levou a 

diminuição da motilidade espermática. As temperaturas de 41 ºC e 42 ºC reduziram a 

velocidade espermática, enquanto que a temperatura de 43 ºC reduziu 

significativamente a viabilidade e motilidade dos espermatozoides (Monterroso et al., 

1995). No entanto, não foram observadas diferenças na resistência ao choque térmico 

entre espermatozoides Bos taurus indicus e Bos taurus taurus (Chandolia et al., 1999). 

O efeito deletério do choque térmico na capacidade fecundante do 

espermatozoide e na capacidade de produzir embriões depende da intensidade do 

estresse (Chandolia et al., 1999; Rahman et al., 2014). A incubação de espermatozoides 

à 38,5 ºC e 40 ºC por 4 horas diminuiu a motilidade espermática em ambos os grupos, 

sendo esta redução mais severa na temperatura de 40 ºC. Outrossim, a incubação dos 

espermatozoides a 40 ºC por 4 horas não afetou as taxas de fecundação, clivagem e 

desenvolvimento a blastocisto (Hendricks et al., 2009). Entretanto, quando 

espermatozoides foram submetidos ao choque térmico de 41 ºC por 4 horas houve 

redução na porcentagem de células espermáticas com motilidade progressiva, na 

integridade de membrana plasmática, no potencial de membrana mitocondrial, na 

proporção de oócitos fecundados (formação de pró-núcleos), clivados e que atingiram o 

estágio de blastocisto (Rahman et al., 2014).  

Deste modo, a infertilidade causada pelo estresse térmico é um problema de 

ordem multifatorial, pois afeta as funções fisiológicas e celulares em vários tecidos. No que diz 

respeito à função reprodutiva do touro, o estresse térmico causa erros na espermatogênese 

com aumento na produção de espermatozoides anormais, comprometimento da 

maturação espermática no epidídimo e redução da motilidade (Setchell, 1998). Já no 

trato reprodutor da vaca o estresse térmico compromete o crescimento folicular (Badinga et al., 

1993; Wolfenson et al., 1995), a função do endométrio (Malayer et al., 1988), o fluxo sanguíneo 

para o útero (ROMAN-PONCE et al., 1978) além de reduzir a taxa de fertilização e aumentar a 

morte embrionária (Ulberg e Burfening, 1967). Com tal características, o intuito deste 

trabalho foi avaliar o efeito do trato reprodutor da vaca no choque térmico de 

espermatozoides de touros holandeses. 
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