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RESUMO

MANSSUR, T. S. B. Influéncia do estresse térmico escrotal em touros Bos
indicus e Bos taurus sobre a fungao espermatica e produgao in vitro de embrides.
Botucatu, 2026, 81p. Dissertacdo de mestrado — Universidade Estadual Paulista

Julio de Mesquita Filho, IBB — Campus Botucatu.

O estresse térmico é um importante fator limitante da reprodugdo bovina,
comprometendo a espermatogénese e a qualidade espermatica. O objetivo
desta dissertagdo foi investigar as consequéncias reprodutivas do estresse
térmico agudo em touros e seus reflexos na producéo in vitro de embrides
(PIVE). Para isso, quatro touros Nelore (Bos indicus) e quatro Holandeses (Bos
taurus) foram submetidos a insulagao escrotal por 48 horas, utilizando fraldas
pediatricas. As coletas seminais foram realizadas nos momentos -5 (basal), 7,
28, 49 e 63 dias apds o insulto térmico. O sémen foi criopreservado,
selecionado por gradiente de densidade (Select Sperm®, 45%/90%) apds
descongelacéao e avaliado quanto aos parametros cinéticos e morfolégicos; em
seguida, foi submetido a PIVE. Os resultados evidenciaram um padrao
dindmico de injuria dependente da fase da espermatogénese afetada. Aos 7
dias pos-insulto, observou-se manutencdo da motilidade espermatica,
acompanhada pelo surgimento precoce de alteragcbes morfolégicas. Esses
efeitos resultaram em desfechos embrionarios distintos entre as ragas: no
Nelore, houve redugdao na taxa de blastocistos, enquanto no Holandés
observou-se diminuigdo do numero total de células embrionarias. O pico de
severidade ocorreu no dia 28, com prejuizos generalizados na motilidade, na
integridade espermatica e na capacidade fertilizante. A recuperacao foi
assimétrica ao longo do tempo: embora os parametros cinéticos tenham se
restabelecido a partir do dia 49, defeitos espermaticos morfoldgicos
persistentes, como anomalias de cauda no Nelore, associada a baixa da taxa
embrionarios, e o reaparecimento do fenétipo de pouch formation no Holandés
no D63, sem impacto evidente sobre os embrides. A analise molecular dos
blastocistos ndo evidenciou alteragbes na expressdo de genes associados a
pluripoténcia (NANOG e OCT4), competéncia embrionaria (PLAC8) e apoptose
(BAX), apesar dos déficits funcionais observados. Os dados foram submetidos



a analise estatistica por meio de ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis, conforme
a normalidade dos dados, utilizando o software JMP Statistical Software,
version 7.0. Em sintese, o estresse térmico induz uma resposta reprodutiva
temporalmente organizada, caracterizada pelo surgimento precoce (D7) de
alteragdes morfolégicas e comprometimento da produgao embrionaria, seguido
por um pico de disfungao espermatica no dia 28 e recuperagao incompleta ao
longo do tempo. Embora a motilidade espermatica seja restabelecida, defeitos
estruturais persistentes continuam a impactar o desenvolvimento embrionario,
evidenciando uma dissociagao entre recuperagao funcional e competéncia
reprodutiva. Além disso, os efeitos sobre os desfechos embrionarios sao
dependentes da raca e ndo sao adequadamente refletidos pelos parametros
seminais convencionais. Esses achados demonstram que a avaliagdo da
fertilidade pds-estresse térmico requer abordagens mais abrangentes, capazes

de integrar qualidade espermatica e resposta embrionaria.

Palavras-chave: Insulacdo testicular, Bos indicus, Bos taurus, blastocistos,

reprodugao



ABSTRACT

MANSSUR, T. S. B. Influence of scrotal heat stress in Bos indicus and Bos taurus
bulls on sperm function and in vitro embryo production. Botucatu, 2026, 81p.
Master's thesis — Sado Paulo State University Julio de Mesquita Filho, IBB —

Campus Botucatu.

Heat stress is an important limiting factor in bovine reproduction, impairing
spermatogenesis and sperm quality. The objective of this dissertation was to
investigate the reproductive consequences of acute heat stress in bulls and its
effects on in vitro embryo production (IVP). To this end, four Nelore bulls (Bos
indicus) and four Holstein bulls (Bos taurus) were subjected to scrotal insulation
for 48 hours using disposable diapers. Semen collections were performed at -5
(baseline), 7, 28, 49, and 63 days after the thermal insult. Semen samples were
cryopreserved, selected by density gradient centrifugation (Select Sperm®,
45%/90%) after thawing, and evaluated for kinetic and morphological
parameters; subsequently, they were used for IVP. The results revealed a
dynamic pattern of injury dependent on the stage of spermatogenesis affected.
At 7 days post-insult, sperm motility was maintained, accompanied by the early
onset of morphological abnormalities. These alterations resulted in distinct
embryonic outcomes between breeds: in Nelore, there was a reduction in
blastocyst rates, whereas in Holstein a decrease in total embryonic cell number
was observed. The peak of severity occurred at day 28, characterized by
generalized impairments in motility, sperm integrity, and fertilizing capacity.
Recovery was asymmetric over time: although kinetic parameters were restored
from day 49 onwards, persistent morphological sperm defects—such as tail
abnormalities in Nelore, associated with reduced embryonic rates, and the
reappearance of the pouch formation phenotype in Holstein at day 63, without
evident impact on embryos—continued to influence reproductive outcomes.

Molecular analysis of blastocysts did not reveal changes in the expression of
genes associated with pluripotency (NANOG and OCT4), embryonic competence
(PLACS), or apoptosis (BAX), despite the observed functional deficits. Data were
analyzed using ANOVA or Kruskal-Wallis tests, according to data normality,



using JMP Statistical Software, version 7.0. In summary, heat stress induces a
temporally organized reproductive response, characterized by the early onset
(day 7) of morphological abnormalities and impairment of embryo production,
followed by a peak of sperm dysfunction at day 28 and incomplete recovery over
time. Although sperm motility is restored, persistent structural defects continue to
impair embryonic development, indicating a dissociation between functional
recovery and reproductive competence. Furthermore, the effects on embryonic
outcomes are breed-dependent and are not adequately reflected by conventional
semen parameters. These findings demonstrate that the assessment of fertility
following heat stress requires more comprehensive approaches integrating

sperm quality and embryonic response.

Keywords: Thermal insulation, Bos indicus, Bos taurus, blastocysts,

reproduction
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CAPITULO 1



1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A pecuadria bovina representa uma das principais fontes de proteina
animal em escala global, contribuindo para a seguranga alimentar e para o
desenvolvimento socioecondmico de diversos paises (FURMAN et al., 2024). No
Brasil, a cadeia produtiva de carne e leite destaca-se como componente
fundamental da economia (BISCOLA; MALAFAIA, 2025). Contudo, o
desempenho reprodutivo ainda constitui um ponto de vulnerabilidade para a
eficiéncia produtiva do setor (RASOOL et al., 2025).

Condicbes ambientais adversas, desafios sanitarios e deficiéncias
nutricionais atuam como fatores de estresse capazes de impactar diretamente a
fertiidade dos animais (FERNANDEZ-NOVO et al.,, 2020). Esses estimulos
desencadeiam respostas fisiologicas complexas, que comprometem a
homeostase do organismo e interferem em eventos essenciais a reproducao
(COLLIER; RENQUIST; XIAO, 2017).

Dentre os fatores estressantes, os de natureza climatica assumem
particular relevancia, uma vez que variaveis como frio, calor, umidade, chuva,
gelo e vento podem afetar o sistema enddcrino e reprodutivo (LEES et al., 2019).
Embora relacionados ao mesmo contexto ambiental, o estresse por calor e por
frio resultam em consequéncias distintas, e seus efeitos variam conforme a
latitude e a intensidade da exposi¢do (COLLIER; RENQUIST; XIAO, 2017). O
estresse térmico por calor tem sido mais amplamente investigado em virtude das
mudancgas climaticas contemporaneas, que se manifestam tanto de forma
gradual quanto episddica (BERMAN, 2019; KAN et al., 2023). O incremento de
1,25 °C na temperatura média global, decorrente do progressivo aquecimento,
bem como eventos extremos, como ondas de calor (=5 dias com 5 °C acima da
maxima histérica), comprometem a produtividade em diferentes sistemas
pecuarios (RUST, 2019; MARX; HAUNSCHILD; BORNMANN, 2021;
MATTHEWS; WYNES, 2022).

O sistema reprodutivo masculino € particularmente sensivel ao aumento
de temperatura, uma vez que a espermatogénese em mamiferos depende da
manuteng¢ao da temperatura testicular aproximadamente entre 2 e 6 °C abaixo
da temperatura corporal, condicdo necessaria para a producido de
espermatozoides morfologicamente normais e viaveis (FREEMAN, 1990;
TAKAHASHI, 2011; KASTELIC; RIZZOTO; THUNDATHIL, 2018). Quando



ocorre comprometimento da termorregulagao testicular, a elevagao térmica local
afeta diretamente a espermatogénese, resultando em anomalias morfologicas,
reducdo da motilidade e da concentracdo espermatica, além de alteracdes na
condensagdo da cromatina (PAUL; TENG; SAUNDERS, 2009; LLAMAS-
LUCENA et al., 2020a; GARCIA-OLIVEROS et al., 2020). Tais alteragbes nao
comprometem apenas a fertilidade imediata, mas podem também impactar a
qualidade embrionaria, uma vez que defeitos na protaminagcdo do DNA
espermatico tém sido associados a falhas na reprogramagao epigenética
durante a fertilizacdo (RAHMAN et al., 2014).

Estudos em bovinos (BARTH; BOWMAN, 1994; GARCIA-OLIVEROS et
al., 2020) e ovinos (ALVES et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2025) demonstraram
que células germinativas em meiose (espermatocitos) ou em espermiogénese
(espermatides) sao particularmente sensiveis ao estresse térmico, com efeitos
que podem se manifestar no ejaculado semanas apos o insulto (RAHMAN et al.,
2011). Adicionalmente, evidéncias indicam que alteragbes adquiridas durante a
maturacgao epididimaria sob estresse térmico podem comprometer a capacidade
fertilizante in vitro, com repercussbes em eventos iniciais pos-fertilizagcao
(RAHMAN et al., 2014). De forma consistente, Llamas-Lucefo et al. (2020a)
observaram que a utilizacdo de sémen obtido apds episddios de estresse térmico
resultou em diminuigdo das taxas de clivagem e de blastocisto, bem como em
atraso na eclosdo embrionaria. Em conjunto, esses achados sugerem que o
estresse térmico pode induzir alteragbes moleculares persistentes nos
espermatozoides, as quais se tornam evidentes apds a fertilizacdo e
comprometem o desenvolvimento embrionario inicial.

Apesar dos avangos no entendimento dos efeitos do estresse térmico
sobre a espermatogénese e a funcao espermatica, as consequéncias do uso de
sémen de reprodutores expostos ao estresse térmico sobre o perfil génico
embrionario e a viabilidade dos embrides ainda permanecem pouco exploradas.
Sabe-se que o estresse térmico testicular pode alterar a expressdo de genes
criticos para a esteroidogénese, o que pode refletir em mudangas no potencial
fertiizante do espermatozoide. No entanto, permanece necessaria a
compreensao de como essas modificagdes influenciam a regulagdo génica

durante a embriogénese inicial e se afetam a viabilidade dos embrides



produzidos (RIZZOTO et al., 2020a; LLAMAS-LUCENO et al., 2020a;
MALDONADO et al., 2025).

Considerando que parte dos efeitos do estresse térmico pode emergir de
forma tardia e repercutir apos a fertilizagdo, torna-se relevante integrar
desfechos embrionarios e avaliagbes moleculares da competéncia de
desenvolvimento, avancando da descricdo do dano espermatico para a
compreensao de suas consequéncias biolégicas no embrido. Além disso,
diferencgas fisiologicas entre gendtipos bovinos podem modular a resposta ao
insulto térmico. Em particular, Bos taurus e Bos indicus diferem quanto a
tolerancia ao estresse térmico e a capacidade de termorregulagao testicular, o
que pode influenciar a resisténcia celular ao calor e a magnitude das altera¢des
espermatogénicas observadas (KASTELIC; RIZZOTO, 2021). Assim, uma
abordagem comparativa entre esses gendtipos permite avaliar, de forma mais
abrangente, o impacto do estresse térmico masculino sobre o desempenho
embrionario e sobre assinaturas transcricionais associadas a viabilidade.

Diante desse contexto, o presente estudo propds investigar os efeitos do
estresse térmico em reprodutores bovinos Bos indicus e Bos taurus sobre a taxa
de blastocistos, o perfil transcricional e a viabilidade de embrides produzidos por
fertilizacao in vitro, utilizando-se sémen coletado apds a inducao de hipertermia
testicular. Essa abordagem permitira identificar possiveis assinaturas
transcricionais associadas a qualidade embrionaria, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias mitigatdrias na pecuaria frente aos desafios

climaticos.
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