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RESUMO 

NAGAI, K. K. Status oxidativo sazonal no sêmen de touros Bos indicus e Bos 

taurus em região tropical [Oxidative status on Bos indicus and Bos taurus semen 

under seasonal tropical conditions]. 2022 79 f. Dissertação (Mestrado em Medicina 

Veterinária) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2022. 

 

A utilização de raças Bos taurus nos rebanhos brasileiros tem aumentado a 

fim de atender às novas demandas de mercado e de consumo da carne bovina. 

Entretanto, quando criados em climas mais quentes, esses animais não apresentam 

as mesmas capacidades adaptativas em comparação aos Bos indicus. Dentre os 

problemas associados a essa diferença, destaca-se o estresse térmico, que pode 

comprometer não só a saúde do animal mas também seu potencial reprodutivo, 

devido principalmente à maior formação de EROs (espécies reativas de oxigênio) 

relacionada a este fenômeno.  Quando isso ocorre em touros utilizados em 

programas de reprodução o impacto é maior, uma vez que distúrbios reprodutivos 

podem passar despercebidos ao exame andrológico comum. Um exemplo disso é a 

alteração no DNA espermático, que pode resultar em perdas embrionárias até 

doenças transgeracionais, prejudicando a produtividade e, consequentemente, 

causando grandes prejuízos a setor. Diante disso, foram utilizados 10 touros da raça 

Nelore (Bos taurus indicus) e oito da raça Simental (Bos taurus taurus) criados a 

pasto, na região de Dourados, Mato Grosso do Sul, para conduzir o estudo visando 

verificar o perfil oxidativo e o DNA espermático em cada raça (Simental e Nelore) e 

estação do ano (verão e inverno), formando um arranjo fatorial 2x2. As amostras 

foram descongeladas e analisadas por meio dos testes de susceptibilidade ao 

estresse oxidativo (TBARS), mensuração da atividade de enzimas intracelulares 

(SOD e GPx), susceptibilidade à fragmentação do DNA espermático (SCSA), 

atividade mitocondrial (DAB), potencial de membrana mitocondrial (JC-1), 

integridade de membranas plasmática e acrossomal (E/N;FITC-PSA), motilidade 

(CASA) e deficiência de protaminação (CMA3). Observou-se efeito de estação 

sobre a variável potencial de membrana mitocondrial (85.55 ± 2.21% e 74.58 ± 

3.30%, verão e inverno respectivamente; p = 0.0175) e efeito raça na deficiência de 



 

protaminação (0.52 ± 0.09% e 0.20 ± 0.10%, Simental e Nelore respectivamente; p 

= 0.0376). Verificou-se, no inverno, correlações entre variáveis relacionadas à 

motilidade com variáveis de potencial de membrana mitocondrial e TBARS com 

SOD. Já no verão, as variáveis de motilidade correlacionam com os níveis de 

atividade mitocondrial e o TBARS com SOD e GPx. Na análise de componentes 

principais, tanto no efeito estação quanto na raça, os loadings com maior valor 

selecionados foram apenas de variáveis relacionadas ao metabolismo energético e 

ao perfil oxidativo. Esses dados evidenciam a importância do metabolismo 

energético e o possível efeito negativo do calor no seu funcionamento. Os 

resultados sugerem que a maior deficiência de protaminação no Bos taurus não 

esteja relacionada ao estresse térmico, mas sim a uma característica de raça.      A     

inda que esta deficiência não esteja acompanhada de estresse oxidativo, a mesma 

parece não afetar a susceptibilidade à fragmentação do DNA espermático. Além 

disso, o caráter multifatorial e dinâmico dos parâmetros do sê     men proporcionou 

desafios para a identificação dos efeitos estudados, uma vez que elementos como a 

nutrição ou até mecanismos compensatórios do espermatozóide podem ter 

amenizado as diferenças esperadas. 

Palavras-chave: Radicais livres. Sêmen animal. Bovinos. Estresse. Danos de DNA. 

 

ABSTRACT 

NAGAI, K. K. Oxidative status on Bos indicus and Bos taurus semen under 

seasonal tropical conditions [Status oxidativo sazonal no sêmen de touros Bos 

indicus e Bos taurus em região tropical]. 2022 79 f. Dissertação (Mestrado em 

Medicina Veterinária) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

The use of Bos taurus breeds in Brazilian herds has increased in order to meet new 

market demands and beef consumption. However, when raised in warmer climates, 

these animals do not present the same adaptive capabilities compared to Bos 
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which can compromise not only the animals’ health but also its reproductive 



 

potential, mainly due to the greater formation of ROS (reactive oxygen species) 

related to this phenomenon. When it affects bulls used in breeding programs the 

impact is even more significant, since reproductive disorders can go unnoticed by 

the common andrological examination. An example is the alteration in sperm DNA, 

which can result in embryonic lethality to transgenerational diseases, impairing 

productivity and, consequently, causing great losses to the industry. Therefore, 10 

bulls of the Nelore breed (Bos indicus) and eight of the Simmental breed (Bos 

taurus) bred on pasture in the region of Dourados, Mato Grosso do Sul, were used to 

conduct the study to verify the oxidative profile and the Sperm DNA in each breed 

(Simmental and Nellore) and season of the year (summer and winter) forming a 2x2 

factorial arrangement. The samples were thawed and analyzed through oxidative 

stress susceptibility (TBARS), measurement of intracellular enzyme activity (SOD 

and GPx), sperm DNA fragmentation susceptibility (SCSA), mitochondrial activity 

(DAB), mitochondrial membrane potential (JC-1), plasma membrane and acrosome 

integrity (E/N;FITC-PSA), motility (CASA) and protamination deficiency (CMA3). 

There was an seasonal effect on the mitochondrial membrane potential variable 

(85.55 ± 2.21% and 74.58 ± 3.30%, summer and winter respectively; p = 0.0175) 

and breed showed an effect on protamination deficiency (0.52 ± 0.09% and 0.20 ± 

0.10%, Simmental and Nellore respectively; p = 0.0376). During winter, correlations 

were found between variables related to motility with mitochondrial membrane 

potential variables and TBARS with SOD. In summer, motility variables correlate with 

levels of mitochondrial activity and TBARS with SOD and GPx. In the principal 

component analysis, for the season and breed effects, the selected higher loadings 

were only of variables related to energy metabolism and oxidative profile. These data 

show the importance of energy metabolism and the possible negative effect of heat 

upon its functioning. The results suggest that the greater protamination deficiency in 

Bos taurus is not related to heat stress, but to a breed trait. Although not 

accompanied by oxidative stress, it does not seem to affect the susceptibility to 

sperm DNA fragmentation. Furthermore, the multifactorial and dynamic features of 

the semen parameters provided challenges to identify the aimed effects, since 

elements such as nutrition or even sperm compensatory mechanisms may have 

mitigated the expected differences. 

Keywords: Free radicals. Animal semen. Bovine. Stress. DNA damage. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos 40 anos, a agropecuária brasileira tem sido considerada crucial 

para o crescimento econômico do país, bem como para o fornecimento de alimentos 

em escala mundial. Em 2020, a pecuária de corte representou 10% do PIB total do 

Brasil, sendo o segundo maior produtor e o maior exportador de carne bovina 

mundial. A região do Centro-Oeste brasileiro destaca-se pelo seu rebanho bovino, 

detendo 34,6% do rebanho nacional. Esta região, de clima tropical úmido, apresenta 

uma média de temperatura de 20 a 24 ºC, sendo a máxima de 35 ºC  e a mínima ao 

redor de 10 ºC (IBGE,2021). 

Um dos principais desafios para a expansão desse setor foi a disponibilidade 

de novas áreas de pastagem (BODDEY et al., 2008) que, em 2020, totalizaram 

165,2 milhões de hectares (ABIEC, 2020). Neste contexto, estratégias relacionadas 

ao melhoramento da nutrição, sanidade e genética, a aplicação de biotecnologias e 

a otimização do uso da terra podem não apenas aumentar a produtividade por 

hectare, como também melhorar a qualidade do produto  (EUCLIDES FILHO,2000). 

Um exemplo disso é a utilização do cruzamento industrial, o qual busca 

incorporar características desejáveis de cada raça em suas progênies (HANSEN, 

2006). Enquanto animais Bos taurus indicus apresentam boa habilidade materna, 

maior resistência a parasitas e maior adaptabilidade a temperaturas mais elevadas, 

os animais provenientes da raça Bos taurus taurus possuem maiores taxas de 

precocidade, maior potencial de crescimento e melhor acabamento de carcaça 

(ABHB, 2018). 

Entretanto, sabe-se que touros Bos taurus taurus são mais suscetíveis ao 

estresse térmico quando criados em regiões tropicais, o que se deve, 

principalmente, às diferenças evolutivas no controle da temperatura corporal, pois 

touros zebuínos possuem um sistema de vascularização mais adaptado para a 

dissipação de calor (HANSEN, 2004).  

Estudos apontam que animais em estresse térmico podem apresentar menor 

ingestão de alimentos, menor taxa de crescimento, diminuição da produção de 

carne, maior vulnerabilidade a doenças e parasitas e maiores problemas 
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relacionados à fertilidade. (SILANIKOVE N; KOLUMAN, 2015; TAKAHASHI, 2012). 

Quando considerada a homeotermia do testiculo, a variação térmica é ainda mais 

relevante, uma vez que nos mamíferos em geral, esta estrutura permanece, em 

média, 4 a 5 oC abaixo da temperatura corporal para seu funcionamento (BRITO et 

al., 2004).  

Quando o animal é submetido ao calor que excede sua capacidade 

termorregulatória, a temperatura do testículo aumenta, elevando seu metabolismo e, 

consequentemente, sua demanda por oxigênio (RAHMAN; SCHELLANDER; 

SOOM, 2018). Somado a isso, este órgão apresenta menor resposta vasodilatadora 

frente ao aumento da temperatura, não havendo o fluxo necessário para suprir o 

parênquima testicular, que já se encontra necessitado de maior aporte de oxigênio. 

Assim, é induzido um quadro de hipóxia testicular, comprometendo o tecido e 

reduzindo o potencial reprodutivo do animal (SETCHELL, 1978; COOK; COULTER; 

KASTELIC,1994; PAUL; TENG; SAUNDERS, 2009). 

 No contexto da produção por monta natural, utiliza-se a proporção de 

touro:vaca em torno de 1:30 (COSTA E SILVA et al., 2013), a qual pode ter sua 

produção de bezerros reduzida em 25 a 50% devido a um touro com baixa 

fertilidade (CARRILLO, 1998). Em programas de inseminação artificial o prejuízo é 

ainda maior, considerando que um ejaculado pode gerar até 500 doses (DIAS et al., 

2012). Assim, evidencia-se ainda mais o impacto da fertilidade do macho e a 

importância da seleção de reprodutores bem adaptados às condições climáticas.  

Muitos estudos relacionam a redução da fertilidade de animais em estresse 

calórico com níveis elevados de espécies reativas de oxigênio (EROs) (NICHI et al., 

2006). As EROs são produtos da redução enzimática do oxigênio na produção de 

energia durante o metabolismo celular dentro das mitocôndrias, sendo 

extremamente reativas devido a seus elétrons não pareados.  

Em quantidades ideais, as EROs exercem papel fisiológico fundamental para 

o espermatozoide como, por exemplo, no processo de capacitação espermática e 

na reação acrossomal (DE LAMIRANDE; GAGNON, 1993). Por outro lado, o 

aumento excessivo de EROs é extremamente nocivo às células espermáticas 

(BALIC et al., 2012).  
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Devido ao seu citoplasma reduzido, o espermatozóide não apresenta 

capacidade de sintetização  (AITKEN; SAWYER, 2003). Dessa forma,      há maior 

possibilidade de      que os níveis de EROs excedam os de antioxidante da célula, 

promovendo o estresse oxidativo. Danos como: maiores índices de peroxidação 

lipídica, oxidação de proteína (BALIC et al., 2012), queda da motilidade e 

fragmentação de DNA estão relacionados às condições do desbalanço oxidativo, 

ressaltando a importância desse fator para a viabilidade do espermatozoide 

(DOROSTGHOAL et al., 2017). 

Dentre os efeitos acima mencionados, destacam-se os danos referentes ao 

DNA espermático, pois, devido à dificuldade de diagnóstico e às limitações de sua 

identificação em exame andrológico comum, muitas vezes não são avaliados. Ou 

seja, o sêmen examinado pode apresentar todos os parâmetros aceitáveis e, ao 

mesmo tempo, conter o DNA comprometido (MAJZOUB; AGARWAL; ESTEVES, 

2019; FONSECA; VALE FILHO; MIES FILHO, 1992) 

Apesar de os oócitos possuírem mecanismos de reparo do DNA espermático 

após a fecundação (MÉNÉZO; DALE; COHEN, 2010), a reparação não é eficaz 

para níveis elevados de fragmentação. Assim sendo, estes espermatozóides 

danificados apresentam menores taxas de fecundação e maiores taxas de falhas no 

desenvolvimento embrionário inicial (MÉNÉZO; DALE; COHEN, 2010; AITKEN; DE 

LULLIS, 2007). Além disso, o comprometimento do DNA espermático tem 

implicações transgeracionais, pois altos índices de fragmentação podem mudar os 

padrões de metilação e desmetilação, causando possíveis doenças e alterações nas 

gerações subsequentes (MARCHETTI; WYROBEK, 2005; ENCISO et al., 2011; 

MCPHERSON; LANE, 2015) 

Diante desses fatores, o presente estudo visou investigar a variação do perfil 

oxidativo (susceptibilidade ao estresse oxidativo e mensuração da atividade de 

enzimas intracelulares) no sêmen de touros Nelore e Simental submetidos a 

condições tropicais e seus efeitos na sua qualidade (susceptibilidade à 

fragmentação do DNA, atividade mitocondrial, potencial de membrana mitocondrial, 

integridade de membrana, motilidade e deficiência de protaminação). 
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2. HIPÓTESE 

 

Espermatozoides de Touros Bos taurus submetidos ao clima tropical 

apresentam maiores índices de estresse oxidativo no verão e, consequentemente, 

níveis mais elevados de alterações no DNA espermático comparado ao touro Bos 

indicus sob as mesmas condições. 

 

3. OBJETIVOS 

 

Avaliar o perfil oxidativo e seu efeito no DNA espermático de amostras 

seminais criopreservadas provenientes de touros Simental (Bos taurus) e Nelore 

(Bos indicus) coletadas no verão e inverno. 

 

4. REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1. RAÇA x CLIMA 

Devido à sua vasta amplitude territorial, o Brasil apresenta grande 

diversidade climática. Fundamentado na climatologia dinâmica e nos padrões de 

circulação atmosférica, o território brasileiro abrange desde zonas de clima 

temperado no sul, a equatorial no norte (IBGE, 2012). Apesar de a região ser 

predominantemente quente, a variedade de climas possibilita o maior aporte de 

raças bovinas e seus cruzamentos. Por outro lado, a inserção de raças com menor 

potencial de adaptação a uma região climatologicamente heterogênea,  pode 

comprometer o potencial produtivo do rebanho (JOHNSTON; NAELAPAA; FRYE, 

1963). 

Atualmente, a maior concentração da pecuária de corte se localiza no Centro-

Oeste do país, responsável por 34,6% do rebanho nacional. Esta região 

corresponde a 18% do território brasileiro (ALVES, 2009) e apresenta uma média de 

temperatura de 20 a 24 ºC, sendo a máxima de 35 ºC  e a mínima ao redor de 10 ºC 

(IBGE, 2021). Embora o Cerrado seja o principal bioma da região, este não 
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apresenta características de homogeneidade, pois o próprio bioma, o relevo e os 

sistemas atmosféricos são bastante heterogêneos, resultando em subtipos do clima 

tropical propriamente dito (MENDONÇA; DANNI-OLIVEIRA, 2007).  

A extensão do território, a proximidade dos centros produtores de grãos e 

indústrias de abate foram essenciais para o avanço do setor pecuário nesta região 

(IBGE, 2017). Além disso, pode-se destacar a adaptação do gado Bos indicus às 

condições ambientais submetidas, apresentando maior resistência ao calor, menor 

incidência de parasitas e      bom desempenho reprodutivo desses animais 

(MACEDO, 2006; TURNER, 1980). 

Visando atender às diferentes demandas do mercado e buscando maior 

eficiência produtiva, raças taurinas vêm sendo incluídas no rebanho      por meio de 

programas de cruzamento industrial (CI) e melhoramento genético (PACHECO et 

al., 2005; BIANCHINI et al., 2007). No entanto, animais Bos taurus, quando criados 

em regiões mais quentes, não apresentam a mesma eficiência adaptativa quando 

comparados aos Bos indicus (SKINNER; LOUW, 1996; CASADY; MYERS; 

LEGATES, 1953). 

Na tentativa de amenizar essa diferença, o cruzamento industrial pode ser 

uma alternativa. O CI geralmente é feito entre um touro Bos taurus e uma vaca Bos 

indicus com objetivo de obter a prole com o máximo de heterose, isto é, a 

combinação de características extremas entre as raças. Assim, se busca adquirir a 

rusticidade, resistência à parasitas e doenças, habilidade materna e adaptação ao 

clima tropical do zebuíno e, ao mesmo tempo, a precocidade produtiva, reprodutiva 

e características desejáveis de carcaça do taurino (ARTHUR; HEARNSHAW; 

STEPHENSON, 1999; CARTWRIGHT, 1955; KAHI et al., 2000; TEODORO; 

MADALENA; SMITH, 1996).  

A escolha da raça a ser utilizada deve ser feita criteriosamente, não se 

baseando apenas no rendimento de carcaça e no potencial de ganho de peso, mas 

considerando a eficiência produtiva e capacidade de adaptação dos animais ao 

clima (OLIVIER, 2000). Quando não considerados, esses fatores podem favorecer o 

estresse térmico, causando perda de apetite, menor crescimento e baixa fertilidade 

(HANSEN, 2013; MATHEVON; BUHR; DEKKERS,1998). 
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4.2. ESTRESSE TÉRMICO x FERTILIDADE 

Acredita-se que as raças Bos indicus e seus cruzamentos tenham melhores 

capacidades reguladoras de calor sob alto estresse térmico do que raças Bos taurus 

devido a diferenças na taxa metabólica, consumo de água e comida e taxa de 

sudorese, bem como características da pelagem e cor (VERCOE, 1970). 

O estresse térmico é a condição onde o animal não consegue utilizar de 

mecanismos fisiológicos para minimizar sua exposição ao calor e regular a 

temperatura corpórea (BLACKSHAW; BLACKSHAW, 1994). Essa condição leva a 

uma queda no consumo de alimento, perda de ganho de peso, redução na 

produção, entre outros. 

Os efeitos do estresse térmico na reprodução são mais profundos e 

persistem além do período de insulto, como resultado da resposta do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal (ROTH, 2017). Em machos a resposta ao estresse 

térmico pode aparecer depois de semanas do insulto, com redução da qualidade 

espermática e consequente redução do potencial de fertilidade (COLLIER; 

RENQUIST; XIAO, 2017). 

Para a espermatogênese ocorrer, os testículos não devem estar acima de 33 

a 34 °C (WILDEUS; ENTWISTLE, 1983). A contração ou relaxamento muscular 

permitem que eles sejam aproximados ou distanciados do abdômen de acordo com 

as condições de temperatura do ambiente (SENGER, 2012). 

     Outro mecanismo de regulação da temperatura testicular é o sistema vascular, 

onde a artéria testicular forma uma rede superficial de vasos que contribuem para a 

dissipação do calor. A artéria testicular fornece sangue aos testículos, é tortuosa e 

entrelaçada com um complexo venoso, o plexo pampiniforme, que por sua vez 

carrega o sangue para longe dos testículos pelo cone vascular. Esses vasos 

entrelaçados formam um mecanismo de troca de calor por contracorrente, 

resfriando o sangue que chega aos testículos e esquentando o sangue que volta ao 

corpo (SENGER, 2012). 

Os testículos trabalham na beira da hipóxia (BARTH; BOWMAN, 1994). O 

aumento na temperatura ambiente leva a um aumento no metabolismo testicular,      

havendo necessidade de um maior aporte de oxigênio para suprir o metabolismo 

aeróbico. No entanto, o fluxo sanguíneo testicular aumenta pouco em resposta ao 
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aumento da temperatura e, consequentemente, o testículo fica      em estado de 

hipóxia, o qual gera      efeitos deletérios ao tecido  (AITKEN; ROMAN, 2008; 

WAITES; SETCHELL, 1964) 

Acredita-se que a hipóxia leva a um aumento da produção de      EROs por 

conta do mecanismo de isquemia-reperfusão que consiste no retorno do 

metabolismo e o aporte de oxigênio à normalidade, que acaba gerando o excesso 

de oxigênio circulante e consequentemente, maior formação de espécies reativas 

(FILHO et al., 2004). Assim, uma hipótese para a redução de fertilidade em touros 

Bos Taurus em relação a Bos indicus criados em condições tropicais, seria o maior 

estresse oxidativo testicular, como mostrado por Nichi (2006). 

4.3. ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO x ESPERMATOZOIDE 

As EROs possuem um papel fisiológico na função espermática, atuando em 

importantes processos      como a hiperativação espermática (DE LAMIRANDE; 

CAGNON, 1993), capacitação espermática (AITKEN et al., 2004), reação 

acrossomal (DE LAMIRANDE et al., 1998), e interação entre o espermatozoide e a 

zona pelúcida (AITKEN et al., 1995), atuando geralmente como gatilhos destas 

reações. 

Apesar de seu papel fisiológico, são necessários sistemas de proteção para 

impedir a formação excessiva de EROs. Quando há um desequilíbrio entre a 

formação e a eliminação dessas espécies, o sistema se encontra no chamado 

estresse oxidativo. Nestas condições, o espermatozoide, por ter um conteúdo 

citoplasmático reduzido, e consequente limitação na quantidade de antioxidantes e 

mecanismos de reparação de danos celulares, é particularmente suscetível aos 

efeitos deletérios das EROs (NICHI, 2009). Além disso, a membrana plasmática do 

espermatozoide é rica em ácidos graxos poliinsaturados, essenciais à fisiologia 

espermática porém mais susceptíveis a  oxidação pelas EROs (NICHI et al., 2007). 

Ademais, os produtos da peroxidação lipídica, como o malondialdeído (MDA), 

podem ser tão tóxicos aos espermatozoides quanto as próprias EROs. Assim, o 

desbalanço oxidativo pode causar danos às diferentes estruturas do 

espermatozoide, como as membranas plasmática e acrossomal, a mitocôndria e o 

DNA espermático. Essa situação é agravada pelo fato do espermatozoide não 
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possuir um mecanismo de reparo de danos oxidativos severos (AGARWAL et al., 

2014; NICHI et al., 2007; VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). 

4.4. ESTRESSE OXIDATIVO x DANOS NO ESPERMATOZOIDE 

 

4.4.1 Membrana 

A membrana plasmática do espermatozóide possui particularidades 

estruturais necessárias para o seu funcionamento. Caracterizada pelo alto teor de 

ácidos graxos      poliinsaturados,  essa estrutura é extremamente suscetível a 

danos causados pelas EROs,      as quais possuem grande afinidade pelas duplas 

ligações entre carbonos (MACK; EVERINGHAM; ZANEVELD, 1986; POULOS; 

WHITE, 1973). 

A integridade de membrana está diretamente relacionada à qualidade 

espermática, uma vez que seus elementos envolvem processos desde a 

espermiogênese no testículo, até a reação acrossomal do espermatozóide no trato 

reprodutivo feminino (AITKEN, 2013; YEAGLE, 1994). Dessa forma, a membrana 

plasmática está em constante mudança de modo a interagir com o meio em que se 

encontra (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985; AVELDANO; ROTSTEIN; VERMOUTH, 

1992). 

Sabe-se que o Ácido Docosahexaenoico (DHA) exerce papel fundamental na 

fluidez da membrana e na regulação da espermatogênese. Este ácido graxo de 22 

carbonos e 6 ligações duplas é um dos mais longos e pode compor até 60% da 

membrana plasmática.  Células germinativas e espermatozóides imaturos 

apresentaram maiores concentrações de DHA em comparação aos 

espermatozoides maduros, indicando sua redução durante a maturação e 

reforçando sua importância nos processos iniciais da célula (STUBBS; SMITH, 

1984; OLLERO; POWERS; ALVAREZ, 2000). 

Com relação ao processo de capacitação do espermatozoide, pode-se citar a 

presença de esfingomielina, um fosfolipídio que controla a taxa de perda de esteróis 

(o colesterol, por exemplo) que, além de contribuir com a fluidez e a permeabilidade 

da membrana, permite, em seu efluxo, a entrada de Ca2+ extracelular, sendo 

essencial para a reação acrossomal (BENOFF, 1993; SCHROEDER et al., 1991). 

Além disso, foi observada a perda de desmosterol, assim como a translocação da 
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fosfatidilserina da peça intermediária durante a capacitação (KOTWICKA; 

JENDRASZAK; WARCHOL, 2002). 

Ademais, compostos lipídicos presentes na membrana plasmática do 

espermatozoide auxiliam na sua interação com o oócito. A sulfo galactosil 

glicolipídeo e as      lisofosfatidilcolinas, por exemplo, são conhecidas por induzir 

mudanças na zona pelúcida e oolema,  promovendo a fusão dos gametas 

(WEERACHATYANUKUL et al., 2001; RIFFO; PAGARRA, 1997). 

O efeito deletério das EROs para esta estrutura não se resume à sua maior 

afinidade pelas duplas ligações as quais a membrana é extremamente rica, mas 

principalmente na reação em cadeia que este dano culmina. A peroxidação lipídica 

se inicia quando a espécie reativa de oxigênio retira um átomo de hidrogênio da 

dupla ligação da cadeia acila, formando radicais de lipídio que logo reagem com o 

O2, produzindo  radicais Peroxil e Alcoxil (SEMCHYSHYN; LUSHCHAK, 2012). 

Estes, então, são capazes de roubar o hidrogênio de carbonos adjacentes, ou até 

mesmo de insaturações de outras moléculas,  dando origem a novos  radicais de 

lipídeos e, dessa forma, propagando-se até que o substrato ou a reação se acabe 

(AITKEN; CLARKSON; FISHEL, 1989) 

Além disso, a peroxidação lipídica libera aldeídos de baixa massa molecular 

como a acroleína, o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e o malondialdeído (MDA). Devido às 

características citotóxicas, eletrofílicas e nucleofílicas, esses aldeídos são 

extremamente nocivos à célula espermática, podendo não só causar alterações no 

DNA, mas também se ligam a proteínas mitocondriais alterando seu funcionamento 

e, assim, desencadeando a produção de mais EROs (JONES; MANN; SHERINS, 

1979; ESTERBAUER et al., 1990; SEMCHYSHYN; LUSHCHAK, 2012; 

ESTERBAUER; ZOLLNER; SCHAUR, 1988). 

Diante desses fatores, a peroxidação lipídica pode não só afetar o 

funcionamento dos componentes da membrana espermática, mas também 

comprometer a viabilidade celular devido à propagação em cadeia de radicais 

oxidantes e à liberação de aldeídos citotóxicos. 
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4.4.2. Mitocôndria 

Sabe-se que a mitocôndria desempenha papéis fundamentais nas células 

eucarióticas, atuando no metabolismo (DIAZ et al., 2011), sinalização (BAUGHMAN 

et al., 2011) e proliferação celular (ARANY et al., 2008), regulação genética 

(YLIKALLIO et al., 2010), diferenciação (AGATHOCLEOUS; HARRIS, 2013) e morte 

celular (NUNNARI; SUOMALAINEN, 2012; SHEU; NAUDURI; ANDERS, 2006; 

OROURKE; VAN EYK; FOSTER, 2011). No âmbito reprodutivo, esta organela está 

associada à síntese de hormônios esteróides pela enzima p450scc, a qual converte 

o colesterol em pregnenolona, um importante precursor de hormônios esteróides 

(MANNA et al., 2016; WING; EWING; ZIRKIN, 1984; STOCCO; MCPHAUL, 2006). 

As mitocôndrias espermáticas, assim como a espermátide, passam por uma 

série de mudanças morfofuncionais durante a espermatogênese. Durante esse 

processo, parte dessas organelas são perdidas nos corpos residuais e o restante é 

realocado e ancorado na porção anterior das fibras densas externas, formando a 

peça intermediária do espermatozóide (HO; WEY, 2007). 

Dessa forma, um dos seus papéis é fornecer ATP via fosforilação oxidativa, 

para contribuir na movimentação da célula (INABA, 2011). Essa reação se inicia  

pelo fornecimento de acetil-CoA para o ciclo de Krebs via glicólise e/ou pela beta 

oxidação de ácidos graxos. Esse ciclo reduz carregadores de elétrons (NADH e 

FADH2), que são oxidados pelos complexos presentes na membrana interna da 

organela e fazem a cadeia transportadora de elétrons finalizada pela redução de 

oxigênio, produzindo água (NICHOLS; FERGUSON, 2002). Durante a passagem de 

elétrons nessa cadeia, periodicamente uma parcela é liberada pelos complexos e 

reagem com o oxigênio, formando diretamente o ânion superóxido (KOPPERS et 

al., 2008). 

Nesse processo, cria-se um gradiente químico osmótico de prótons (H+) entre 

membranas, fazendo com que ocorra a fosforilação de ADP pela ATP sintase, 

liberando ATP (NICHOLS; FERGUSON, 2002). Esse gradiente de prótons é 

derivado pela diferença química, determinada pelo pH, e elétrica, mensurada em 

Volts, denominada Potencial de Membrana Mitocondrial (EVENSON; 

DARZYNKIEWICZ; MELAMED, 1982) 
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Devido a carga negativa que a matriz mitocondrial apresenta, esta organela 

tem a capacidade de capturar e o acumular  Ca2+ através da entrada pelos canais 

uniporter e também sua liberação pelo trocador Na-Ca2 atuando na homeostase 

dos níveis de cálcio celular (GUNTER et al., 2000; BERNARDI, 1999; KIRICHOK; 

KRAPIVINSKY; CLAPHAM, 2004). O cálcio por sua vez, estimula a taxa da 

produção de ATP pela maior liberação de NADH provenientes do piruvato 

desidrogenase (PDH), isocitrato desidrogenase (ICDH), e alfa-cetoglutarato 

desidrogenase (a-KGDH)(MCCORMACK; HALESTRAP; DENTON, 1990). Deste 

modo, a quantidade excessiva de cálcio na mitocôndria resulta em maior produção 

de EROs (BROEKEMEIER et al., 2002; LEMASTERS et al., 2002) e porventura a 

apoptose celular (ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY; NICORETA, 2003). 

Tanto  a alta concentração de EROs quanto a quantidade de cálcio podem 

estimular a abertura dos poros de transição de permeabilidade mitocondrial (WANG 

et al., 2013; ZOROV et al., 2000). Diante disso, há a liberação dos componentes da 

matriz e a organela se torna incapaz de manter o gradiente de prótons. Nesse caso, 

se houver o rompimento da membrana externa da mitocôndria, a exposição da 

citocromo C no citoplasma  faz com que se inicie um processo de apoptose celular 

(BERNARDI, 1999; JEONG; SEOL, 2008; MIURA et al., 2002). 

Em um estudo em que células espermáticas foram expostas ao sistema 

xantina-xantina oxidase foi observado que as EROs geradas inibiram algumas 

enzimas importantes para o metabolismo energético (DE LAMIRADE; GAGNON, 

1992; OLIVER et al., 1987). Um exemplo é a inibição da Glicose 6 fosfato 

desidrogenase, que atua no ciclo das pentoses, a qual, além de fornecer energia, é 

a principal via de produção de NADPH da célula. Deste modo, a capacidade 

antioxidante do sistema da glutationa peroxidase será reduzida,  já que o NADPH é 

um importante cofator para o funcionamento deste sistema ( GRIVEAU et al., 1995). 

Embora a mitocôndria seja considerada a principal fonte de EROs, ela 

também está sujeita a danos oxidativos capazes de promover efeitos extremamente 

deletérios para o sêmen (DIANOV et al., 2001; KOPPERS et al., 2008). Isso ocorre 

porque qualquer alteração que resulte no mal funcionamento ou até mesmo na sua 

disfunção, pode levar a maiores produções de EROs, agravando o quadro oxidativo 

(RADI et al., 2002; KOPPERS; GARG; AITKEN, 2010). Além disso, essas espécies 
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reativas podem ocasionar a oxidação de proteínas relacionadas ao metabolismo 

energético, diminuindo a produção de ATP (PALMIERI, 1994). 

Esta organela possui DNAs e ribossomos próprios para a síntese de 

proteínas de sua composição (AMARAL; RAMALHO-SANTOS; ST JOHN, 2007). 

Entretanto, esse material genético é desprovido de histonas, fazendo com que esta 

estrutura seja mais vulnerável a fatores oxidantes como, por exemplo, o 4-HNE, 

mencionado anteriormente (MELEGH et al., 1997; YAKES; VAN HOUTEN, 1997). 

Danos mitocondriais são preocupantes, pois além de o mecanismo de 

reparação do DNA mitocondrial ser limitado (DIANOV et al., 2001), células com 

grandes quantidades de mitocôndrias danificadas não são capazes de completar o 

processo de apoptose. Somado a isso, acredita-se que fragmentos do DNA 

mitocondrial podem ser inseridos no genoma nuclear, ativando genes tumorais 

(SHAMSI et al., 2008; TURNER et al., 2003). 

4.4.3. DNA espermático 

O DNA espermático é extremamente condensado (JOHNSON et al., 2011) 

devido às proteínas nucleares que se ligam no material genético, proporcionando 

maior proteção contra agentes físicos e químicos no trajeto do trato reprodutivo 

feminino (WARD, 2010). Essa alta compactação da cromatina faz com que esse 

DNA seja transcricionalmente inativo (YANAGIMACHI, 1994). 

A presença de espermatozóides com fragmentação de DNA no sêmen está 

associada a fatores, tanto da espermatogênese, como do seu armazenamento no 

epidídimo, ressaltando que alterações nas etapas de sua produção podem acarretar 

em danos posteriores. 

Dentre os papéis essenciais que a célula de Sertoli exerce na reprodução, 

pode-se citar sua ação seletiva nas células espermáticas. De acordo com o estudo 

de SUGIHARA e contribuidores, esta célula tem capacidade de expressão da 

proteína Fas Ligando, a qual reconhece células germinativas marcadas pela Fas e 

as induz ao processo de apoptose, que tem como produto final a fragmentação do 

DNA mediado pela DNAse via ativação da caspase (ENARI  et al., 1998; LEE et al., 

1997). Em contrapartida, a morte celular pode ser evitada pelos níveis de hormônios 
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esteróides produzidos pela mesma (HENRIKSEN; HAKOVIRTA; PARVINEN, 1995; 

TAPANAINEN et al., 1993; ERKKILA et al., 1997). 

Esse mecanismo ocorre continuamente e é extremamente importante para o 

controle da produção de espermatozoides. A célula de Sertoli, limita o número de 

células germinativas ligadas a ela, regulando de acordo com sua capacidade de 

supri-las (AITKEN et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 1997). Da mesma forma, o 

processo apoptótico ocorre em células marcadas pela Fas devido a alguma 

alteração morfológica. Isso faz com que menos células anormais sejam liberadas e 

que as restantes tenham recursos disponíveis para seu desenvolvimento 

(SOFIKITIS et al., 2008). 

Entretanto, este sistema possui limitações, uma vez que uma parcela dessas 

células não são eliminadas, o que resulta na presença de células com alterações de 

DNA no ejaculado, reduzindo sua qualidade (SAKKAS; MARIETHOZ; ST JOHN, 

1999). Situações de estresse térmico acompanhadas pelo aumento de espécies 

reativas de oxigênio, podem ocasionar a disfunção mitocondrial e comprometer a 

capacidade de síntese das células de Sertoli, o que altera a produção de hormônios 

esteróides, induzindo a apoptose de células germinativas (WANG et al., 2007; 

PÉREZ-CRESPO; PINTADO; GUTIÉRREZ-ADÁN, 2008). Nesse contexto, a 

oxidação de proteínas e a menor capacidade de síntese associada a esse 

fenômeno, pode comprometer ainda mais o reconhecimento e a retirada dessas 

células (HOUSTON et al., 2018; HIKIM et al., 2003). 

Além disso, sabe-se que dentre os estágios celulares do ciclo espermático, 

espermátides e espermatócitos II são mais suscetíveis ao aumento de temperatura 

(SETCHELL, 1998; PAUL et al., 2008; PÉREZ-CRESPO; PINTADO; GUTIÉRREZ-

ADÁN, 2008). Essa sensibilidade está relacionada às transformações que estas 

células estão sujeitas, tais como o processo de divisão meiótica, no caso dos 

espermatócitos II, e a condensação da cromatina, nas espermátides. Nesses 

estágios, essas células apresentam menor capacidade de reparação a danos no 

DNA e menor resposta apoptótica decorrentes às alterações (RAHMAN et al., 2011; 

PÉREZ-CRESPO; PINTADO; GUTIÉRREZ-ADÁN, 2008). 

Durante a espermiogênese, a maior parte das histonas ligadas à cromatina 

são substituídas por proteínas de transição e, posteriormente, pelas protaminas 
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(HECHT, 1998; MEISTRICH et al., 2003). O processo de inclusão dessas proteínas 

nucleares é extremamente importante para o DNA espermático, uma vez que sua 

ausência pode resultar no comprometimento do potencial reprodutivo do macho 

(DOGAN et al., 2015; SIMON et al., 2011; HENKEL; FRANKEN., 2011; 

MANOCHANTR; CHIAMCHANYA; SOBHON , 2012). 

Problemas na protaminação do DNA espermático foram relatados em casos 

de obesidade (LA VIGNERA et al., 2012a), afecções de glândulas anexas (LA 

VIGNERA et al., 2012b), varicocele (BLUMER et al., 2008) e estresse térmico 

(RAHMAN et al., 2011). Nessas condições, observa-se a ocorrência do estresse 

oxidativo, apontado como um dos principais causadores desse fenômeno.  

A baixa fertilidade está ligada ao maior nível de fragmentação de DNA em 

espermatozóides com deficiência de protaminação. Isto ocorre devido à menor 

compactação do material genético, o qual se torna mais exposto e, desta forma, 

mais suscetível a danos por radicais livres (SAKKAS; ALVAREZ, 2010; BLUMER et 

al., 2008). Somado a isso, acredita-se que, durante a substituição das histonas 

pelas proteínas, cortes no DNA são efetuados pelas endonucleases com objetivo de 

aliviar a torção das fitas e, assim, facilitar a protaminação. Deste modo, alterações 

desse processo podem resultar em fragmentação do material genético 

remanescente (MCPHERSON; LONGO, 1993; MARCON; BOISSONNEAULT, 

2004). 

A análise harmônica de Fourier é uma técnica que classifica a forma do 

núcleo espermático em 6 amplitudes harmônicas, variando seu contorno de acordo 

com aos diferentes aspectos da cromatina (OSTERMEIER et al., 2001a). No estudo 

em que se comparou touros de raças leiteiras e de corte, quando submetidos a 

insulação escrotal, o sêmen apresentou diferentes padrões de forma (GEIGER, 

2003). O mesmo foi observado por OSTERMEIER em relação a touros de alta e 

baixa fertilidade, inferindo que mudanças na forma do núcleo espermático sejam 

provenientes de problemas na compactação do DNA (OSTERMEIER et al.,2001b). 

Ainda, sabe-se que falhas na protaminação podem ter efeitos epigenéticos, 

ou seja, causam mudanças na funcionalidades de genes específicos que são 

transmitidas pelas divisões celulares sem que haja alterações na sequência de DNA 

(BIRD, 2007). Um exemplo, é a variação da quantidade de proteínas inseridas que 
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influenciam o número de histonas remanescentes (JENKINS; CARRELL, 2012), as 

quais participam em mecanismos  de regulação transcricional, influenciando no 

desenvolvimento embrionário (STUPPIA et al., 2015). 

Durante a espermatogênese ocorre a metilação do DNA, considerada um dos 

principais fatores de mudanças epigenéticas que afetam o DNA em mamíferos 

(PORTELA; ESTELLER, 2010). Essa etapa consiste na adição de um grupo metil na 

citosina, formando 5-metilcitosina catalisada pelas enzimas da família DNA 

metiltransferase (NG; BIRD, 1999). Quando esta ligação é feita em regiões 

promotoras, a metilação é capaz de ativar e reprimir a transcrição de genes 

específicos, atuando no imprinting alelo-específico de alguns genes, na regulação 

da expressão gênica e na inativação do cromossomo X (BRONNER et al., 2007; 

SURANI, 1998). 

Estudos prévios relatam que níveis elevados de fragmentação de DNA 

causados pelo estresse oxidativo geram quebras nas fitas de DNA e alteram suas 

bases nitrogenadas, as quais dificultam a ação da enzima DNA metiltransferase, 

comprometendo o mecanismo de metilação (DE LULIIS et al., 2009). 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUAx) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo (FMVZ/USP;Nº4130300522) e realizado de acordo com as diretrizes éticas 

para estudos não envolvendo animais vertebrados vivos. 

 

5.1. LOCAL E PERÍODO EXPERIMENTAL 

As coletas de semên foram realizadas na Fazenda Don Pierino, região da 

cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul, localizada a 22º latitude sul e 54º 

longitude oeste, em uma altitude de 458 metros, em relação ao nível do mar. Esta 

região apresenta clima tropical quente úmido com temperatura mínima em torno de 

10 ºC, máxima de 35 ºC e temperatura média de 20 a 24 ºC. A precipitação 
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pluviométrica média anual é de 1500 - 1600 mm, com período de menor incidência 

no inverno e predomínio das chuvas no verão. 

Foram realizadas 4 coletas de sêmen no período de 2 anos. Estas coletas 

foram realizadas em quatro períodos: Agosto de 2000 (inverno), Fevereiro de 2001 

(verão), Julho de 2001 (inverno) e Fevereiro de 2002 (verão).  

Os dados meteorológicos retratados nos gráficos (Gráfico 1, Gráfico 2) 

foram registrados pela estação meteorológica automática da Embrapa Agropecuária 

Oeste, a qual começou a operar efetivamente em Janeiro de 2001. 

Gráfico 1 – Dados meteorológicos ( temperaturas médias, máximas e mínimas) da 

região de Dourados/MS durante o período experimental – jan 2001/fev 2002. 

 

Fonte: Estação Agroclimatológica da EMBRAPA Agropecuária Oeste (EMBRAPA-

CPAO). 
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Gráfico 2 – Umidade relativa do ar (%) e incidência pluviométrica (mm) da região de 

Dourados/MS durante o período experimental – jan 2001/fev 2002 

 

Fonte: Estação Agroclimatológica da EMBRAPA Agropecuária Oeste (EMBRAPA-

CPAO). 

Gráfico 3 – Probabilidade de ocorrência de dias sem chuva com, no mínimo, 5, 10, 

15 e 20 dias na região de Dourados. 

 

Fonte: Estação Agroclimatológica da EMBRAPA Agropecuária Oeste (EMBRAPA-

CPAO). 
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5.2. ANIMAIS 

Foram utilizados 18 touros adultos, dentre eles 10 da raça Nelore (Bos taurus 

indicus) e 8 da raça Simental (Bos taurus taurus), com idade entre 3 e 4 anos. Os 

touros eram criados a campo e utilizados para monta natural, sendo mantidos nas 

mesmas condições de manejo e pastagem (Brachiaria sp). 

Das 36 palhetas descongeladas, 17 (9 Nelore e 8 Simental) foram utilizadas 

para o estudo, as quais apresentaram mais de 30% de motilidade, valor mínimo 

aceito pelo CBRA (2013). 

 

5.3. COLETA DE SÊMEN 

O sêmen foi coletado pelo método de eletroejaculação e, na sequência,      

submetidos ao protocolo de criopreservação e armazenados a -196 oC. 

 

5.4. PROCESSAMENTO DO SÊMEN 

As palhetas foram descongeladas a 37 oC por 30 segundos e transferidas 

para tubos de 1,5 mL armazenados em banho-maria a 37 oC. 

Após o descongelamento das palhetas, aproximadamente 300 µL foram 

encaminhados para lavagem e utilizados nas análises de citometria de fluxo e 

ensaio TBARS. O restante foi armazenado a 37 oC em banho-maria para as demais 

análises. 

A lavagem foi realizada com o objetivo de retirar o diluidor de criopreservação 

da amostra, as sujidades e detritos celulares. Deste modo, amenizou-se possíveis 

interferências de leitura na citometria, assim como, na análise de susceptibilidade da 

peroxidação lipídica retirando qualquer efeito antioxidante presente no meio. 

Para isso, 300 µL foram adicionados a 400 µL de solução Percoll 30% e 

centrifugados (6600 ×g por 5 minutos). Os sedimentos no fundo do tubo foram 

retirados com auxílio de uma pipeta e diluídos em 1 mL de Sperm-Talp 

suplementado com 0.3% de EFAF-BSA (essential fatty acid free bovine serum 

albumin) sendo novamente centrifugada ( 1100 ×g por 3 minutos). Por fim, o 
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sobrenadante foi descartado e foi feita a concentração espermática do sedimento 

remanescente com a câmara de Neubauer. 

 

5.5. ANÁLISES DO SÊMEN 

5.5.1. Análise computadorizada da motilidade (casa)  

 As variáveis de cinética espermática foram mensuradas pelo Sistema 

Computadorizado da Motilidade (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis; 

Hamilton-Thorne) dentre elas, a velocidade média de percurso (VAP, µm/s), 

velocidade retilínea (VSL, µm/s), velocidade curvilínea (VCL, µm/s), amplitude do 

deslocamento lateral da cabeça (ALH, µm), frequência de batimento cruzado (BCF, 

Hz), retilinearidade (STR, %), linearidade (LIN, %), motilidade (MOT, %) e motilidade 

progressiva (PROG, %)(GOOVAERTS et al., 2006). Para esta análise, utilizou-se o 

setup para espécie bovina previamente estabelecido pelo fabricante do aparelho. 

Uma alíquota de amostra (10µL) foi depositada entre lâmina e lamínula aquecidas a 

37ºC e os campos foram selecionados aleatoriamente até a contagem de 1000 

células aproximadamente. O resultado foi gerado a partir da média das células nos 

campos observados. 

Setup utilizado no Sistema Computadorizado de Análise Espermática (CASA - Computer Assisted 

Sperm Analysis; Hamilton Thorne, Ivos 12.3, Beverly, MA - USA) para a avaliação da cinética 

espermática 

 Image Capture 

Frames per second (Hz) 60 

Number of frames 30 
 Cell Detection 

Minimum contrast 80 

Minimum cell size (plx) 5 
 Progressive Cells 

Path velocity  (VAP - µ/s)  50 

Straightness (STR - %) 70 
 Defaults (if<5 motile cells) 

Cell size (plx) 5 

Cell intensity 70 
 Slow Cells 

VAP cutoff (µ/s) 30 

VSL cutoff (µ/s) 15 
 Static Intensity Gates 

Minimum 0.3 

Maximum 1.7 
 Static Size Gates 

Minimum 0.1 

Maximum 3.4 
 Static Elongation Gates 

Minimum 8 

Maximum 97 
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Fonte: Hamilton Thorne Technical Guide for IVOS, TOX/IVOS, CEROS version 12.3 (2008). 

 

 

 

5.5.2. Avaliação da integridade da membrana plasmática  

Para avaliar a integridade da membrana plasmática foi utilizada a coloração 

Eosina - Nigrosina (E/N) descrita por Campbell et al.(1956). Uma alíquota de sêmen 

(5µL) foi misturada ao corante (5µL) em mesa aquecida a 37 oC. Após 30 segundos 

de incubação, foi realizado o esfregaço com o auxílio de outra lâmina e a análise 

sob aumento de 1000 vezes em imersão em microscópio óptico (Nikon, Eclipse 

E200, Japan). Os resultados foram expressos em porcentagens (%), onde foram 

contadas 100 células por lâmina, sendo classificadas como: Membrana Íntegra: 

coloração branca, pois não permitem a entrada do corante eosina e há um contraste 

com o plano de fundo escuro da nigrosina; e Membrana lesionada: coloração rosa, 

pois devido à alteração na permeabilidade da membrana a eosina consegue 

penetrar na célula. 

5.5.3. Avaliação de atividade mitocondrial  

A atividade mitocondrial foi avaliada pelo ensaio citoquímico da 3 '3 

Diaminobenzidina (DAB). A amostra foi diluída (1:1) em solução de DAB em PBS 1 

mg/mL e incubada por 1 hora a 37 oC na ausência de luminosidade. Essa 

substância sofre um processo oxidativo quando reage com a Citocromo C Oxidase 

(enzima relacionada com o metabolismo aeróbio nas mitocôndrias), formando, nas 

mitocôndrias ativas, um complexo de coloração marrom. Em seguida, o esfregaço 

foi feito com 20µL da amostra em lâmina convencional fixando-a em formol a 10% 

por 15 minutos para análise microscópica (Nikon, Eclipse E200, Japan), sob 

aumento de 1000 vezes, em imersão.  

Os resultados foram expressos em porcentagens (%), nos quais foram 

contadas 100 células categorizadas em 4 classes, de acordo com a intensidade da 

coloração (HRUDKA, 1987): Classe I (DABI): células espermáticas com peça 

intermediária totalmente corada, indicando atividade mitocondrial total; Classe II 

(DABII): células espermáticas com mais da metade da peça intermediária corada, 
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indicando alta atividade mitocondrial; Classe III (DABIII): células espermáticas com 

menos da metade da peça intermediária corada, indicando baixa atividade 

mitocondrial; e Classe IV (DABIV): células espermáticas com a peça intermediária 

totalmente não corada, indicando ausência de atividade mitocondrial. A partir 

desses dados, foi calculado o índice de atividade mitocondrial (IAM) conforme a 

equação abaixo: 

IAM= (DAB I × 1.0) + (DAB II × 0.5) + (DAB III × 0.25) + (DAB IV × 0) 

5.5.4. Avaliação da susceptibilidade a peroxidação lipídica  

A avaliação foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Ohkawa 

et al. (1979). Esse método é baseado na reação entre duas moléculas de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) e uma de malondialdeído (MDA), subproduto da peroxidação 

lipídica, em alta temperatura e pH ácido, resultando em um cromógeno de coloração 

rósea que pode ser quantificado por espectrofotometria.  

Para isso, foi retirada uma alíquota de 200 µL da amostra lavada e 

adicionados 50 µL de ferro (4 mM, diluído em PBS) e 50 µL de vitamina C ( 20 mM, 

diluído em PBS) nesta ordem, e incubados com os tubos abertos por 1 hora e 30 

minutos a 37oC. Este sistema produz radicais hidroxila, promovendo um desafio 

oxidativo às células espermáticas. 

Após a incubação, foram adicionados 600 µL de ácido tricloroacético 10% 

(TCA) a 5 ºC e novamente centrifugado (20.800×g durante 15 minutos a 5 ºC), para 

a precipitação das proteínas.  

Foram transferidos 800 µL do sobrenadante para criotubos, armazenando-os 

no freezer para posterior avaliação. No momento das análises, as amostras foram 

descongeladas e acrescidas a 800 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA, 1% diluído em 

0.05 N de hidróxido de sódio). Os criotubos foram então incubados em banho-maria 

(100 ºC) por 15 minutos e imediatamente resfriados no gelo (0º C), com o intuito de 

interromper a reação.  

A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

quantificada em leitura em espectrofotômetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham 

Biosciences, Cambridge, United Kingdom), com comprimento de onda de 532 nm. 

Os resultados foram comparados a uma curva padrão, previamente estabelecida, de 
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uma solução padrão de malondialdeído e, assim, expressos em nanogramas de 

MDA. Por fim, a concentração de malondialdeído foi ajustada de acordo com a 

concentração da amostra lavada para cada 1 x 106 espermatozóides (ng/106 sptz). 

5.5.5. Avaliação da deficiência de protaminação 

A avaliação da deficiência de protaminação foi realizada utilizando-se o 

corante Cromomicina A3 (CMA3), descrito por Bianchi e adaptado por Castro e 

colaboradores (2018). O CMA3 é um fluorocromo específico que atua nas regiões 

de união citosina-guanina, competindo pelos mesmos sítios de ligação da proteína, 

sendo assim, quando esta se encontra prejudicada, o corante é incorporado na 

curvatura menor das fitas do DNA.  

A lâmina foi feita com esfregaço manual contendo, aproximadamente, 30 

milhões de espermatozóides e fixada em solução Carnoy (3:1 de etanol e ácido 

acético; Merck, Darmstadt, Germany) a 4 oC, por 5 minutos. Em seguida as lâminas 

foram colocadas em cubetas com solução PBS sem cálcio e magnésio por 5 

minutos. Na sequência, o PBS foi descartado, e as lâminas foram lavadas e 

colocadas em água destilada por mais 5 minutos. Depois disto, as lâminas foram 

retiradas da cubeta e deixadas à temperatura ambiente para secagem. 

Devido a fotossensibilidade dos corantes utilizados, os procedimentos de 

coloração das lâminas foram realizados no escuro. Foram aliquotados 100 µl da 

solução do corante CMA3 (0.25 mg/mL) diluído em tampão Mcllvaine ( 7 mL ácido 

cítrico 0.1M + 32.9 mL Na2HPO4-7H2O, 0.2 M, pH 7.0, contendo 10 mM MgCl2) e 

cobertas com uma lamínula por 20 minutos. Em seguida, as lamínulas foram 

retiradas e o excesso do corante restante na  lâmina foi lavado com água destilada. 

Após a lavagem as lâminas foram tratadas com solução Hoechst 33342 (1µL/mL) 

por 2 a 5 minutos e novamente submersas na cubeta contendo PBS sem cálcio e 

magnésio por 5 minutos para remoção da solução utilizada. Depois de secas, as 

lâminas foram tratadas com 30 µL de solução 1,4 diazabicyclo(2.2.2) octane 

(DABCO) com o objetivo de prolongar o efeito da fluorescência e cobertas com 

lamínulas fixadas com esmalte, sendo armazenadas a 4 oC, até a leitura. 

A leitura das lâminas foi feita em microscópio de fluorescência ( Olympus 

IX80, Olympus Corporation) utilizando amplificação de 200x. Os resultados são 

expressos em porcentagem (%). Para isso, foram contadas 500 células por lâmina, 
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sendo o total de células identificado pela coloração de Hoechst (filtros: 460-490 nm 

de excitação e 520 nm de emissão) e os espermatozoides positivos pela coloração 

de CMA3 (filtros: 330-385 nm de excitação e 420 nm de emissão).  

5.5.6. Mensuração de enzimas antioxidantes intracelulares 

5.5.6.1. EXTRAÇÃO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES  

As enzimas antioxidantes intracelulares foram extraídas de acordo com 

protocolo descrito por Castro e colaboradores (2016). Para a remoção do diluidor, 

200 μL de cada amostra foram diluídos em 800 μL (1:5) em Sperm-TALP e 

adicionados com cuidado em 7.5 mL de solução de sacarose (NaCl 0.9%, sacarose 

7.5% e glicose 0.18%).  

As amostras foram submetidas a duas centrifugações (200 ×g, por 5 minutos 

e 900 ×g, por 10 minutos) e 7.5 mL do sobrenadante foram removidos e 

descartados. Após a segunda centrifugação, foram adicionados 200 μL de Triton 4% 

à mistura e foi feita a incubação durante 30 minutos em banho-maria com agitação a 

25 °C. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas (600 ×g, por 8 

minutos) e 500 μL do sobrenadante foram removidos e armazenados a -20 °C para 

análise posterior. 

5.5.6.2. QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ENZIMA 

SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 

A atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD) foi 

quantificada por espectrofotometria (Ultrospec 3300 PRO® , Amersham 

Biosciences, EUA), de acordo com protocolo descrito por Nichi e colaboradores 

(2007). A mensuração da atividade da SOD foi realizada indiretamente, por meio da 

redução do citocromo C pelo superóxido (O2 •- ). O sistema xantina-xantina oxidase 

produz O2 •- , o qual reduz o citocromo C gradativamente. Deste modo, ocorre uma 

competição entre SOD e citocromo C, convertendo o superóxido em peróxido de 

hidrogênio, diminuindo a taxa de redução do citocromo C (FLOHÉ; ÖTTING, 1984). 

Nesta técnica, a absorbância foi mensurada a cada 5 segundos e determinada a 

cada 5 minutos em espectrofotômetro comprimento de onda de 550 nm a 25 °C. 

Para a leitura foram adicionados, em cubetas de plástico, 10 μL do 

sobrenadante, 835 μL de solução citocromo C (1 mM) e Xantina (50 mM), e 15 μL 

de xantina oxidase diluída em  tampão fosfato de sódio/EDTA (50 and 100 mM, 



35 
 

respectivamente, pH 7.8). A concentração de xantina oxidase utilizada foi calculada 

de acordo com a quantidade de O2
−  gerado no sistema e assim mensurando a taxa 

de redução da citocromo C padronizada em 0.025 unidades de absorbância/min. 

Considerando essa quantidade de xantina oxidase como base, a quantificação de 

SOD da amostra é feita  pela taxa de decaimento da citocromo C reduzida da 

mistura em comparação com a solução de concentração de xantina oxidase 

determinada (branco).  

O resultado é expresso em U/mL/106espermatozoides, calculado pela da 

diferença das unidades de absorbância/minuto da mistura e do branco, dividido pela 

absorbância do branco multiplicado pelo dobro da diluição, pois 1 unidade de 

atividade da SOD total equivale a 50 % deste valor. 

5.5.6.3. QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ENZIMA 

GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)  

A mensuração da atividade da GPx foi feita de acordo com o protocolo de 

Beutler adaptado por Homem de Bittencourt (1998). A quantificação da atividade da 

GPx foi realizada indiretamente, por meio do consumo de NADPH por 

espectrofotometria (Ultrospec 3300 PRO® , Amersham Biosciences, EUA). O 

hidroperóxido reage com a glutationa reduzida (GSH) catalisada pela enzima GPx, 

formando glutationa dissulfeto (GSSG-glutationa oxidada) e esta,  pela catalisação 

da enzima glutationa redutase(GSSG), reage com o NADPH, liberando GSH. 

Para a leitura, foram aliquotados 10 μL de azida sódica (0.12 mM), 500 μL de 

NADPH (0.12 mM) 50 μL de GSH (1 mM), 10 μL de GSSGr (0.25 U/mL), 330 μL de 

solução tampão fosfato de sódio/EDTA (143 mM; 6.3 mM; pH 7.5) e 50 μL de 

amostra. A azida sódica é colocada para inibir a ação da catalase no hidroperóxido. 

Após a estabilização da mistura, a reação foi iniciada adicionando 50 μL de 

hidroperóxido tertbutyl (1.2 mM) e o consumo de NADPH analisado a cada 5 

segundos por 5 minutos em comprimento de onda de 340nm a 37°C. O resultado é 

dado em U/mL do semen sendo calculado pela fórmula (-slope/0.00622)×20, sendo 

6.22 o coeficiente de extinção do NADPH. 
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5.5.7 Citometria de fluxo capilar para avaliação da integridade de membranas 

plasmática e acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e 

susceptibilidade da cromatina a fragmentação de DNA. 

A avaliação da integridade de membranas plasmática e acrossomal, potencial 

de membrana mitocondrial e susceptibilidade da cromatina espermática a 

fragmentação de DNA foi realizada por citometria de fluxo capilar (Guava EasyCyte 

Mini System – Guava Technologies®) para amostras de 25x106 

espermatozoides/mL. Os gráficos destas avaliações foram analisados utilizando-se 

o software v8.7 (Flow Cytometry Analysis Software – Tree Star Inc., Ashland, 

Oregon, USA). Para análise dos gráficos, a população de interesse foi identificada e 

selecionada segundo o tamanho e a fluorescência das mesmas. 

5.5.7.1. INTEGRIDADE DE MEMBRANA PLASMÁTICA E ACROSSOMAL 

Para análise da integridade da membrana plasmática e acrossomal de uma 

mesma população celular, foi adicionado na mesma amostra as sondas iodeto de 

propídeo [PI (0.5% mg/mL, 0.9% NaCl v/v)] e Pisum sativum (PSA) conjugada ao 

fluoróforo isotiocianato de fluoresceína FITC-PSA (100 μg/mL, azida sódica 10% 

m/v, DPBS q.s.p. 20 mL)], conforme Hamilton et al. (2016). O Pi se liga ao DNA e 

emite fluorescência vermelha, indicando que a membrana plasmática está 

lesionada, enquanto o FITC-PSA se liga às glicoproteínas da membrana acrossomal 

externa, emitindo fluorescência verde quando a membrana acrossomal está 

lesionada. A leitura foi feita em ambiente escuro, onde a solução de FITC-PSA foi 

preparada adicionando-se 190 μL de azida 1% e 10 μL de FITC (24.3 μg/mL) e 

posteriormente foi adicionado 11.3 μL de PI (6.87 μg/mL) . Cerca de 13 μL dessa 

solução foi colocada em microtubos juntamente com 175000 espermatozoides em 

7.5 uL e 30 μL de CZB-Hepes (NaCl 0.476 g, KCl 0.036 g, KH2PO4 0.016 g, 

MgSO4.7H2O 0.029 g, NaHCO3 0.042 g, CaCl2.2H2O 0.025 g, NaEDTA.2H2O 0.004 

g, L-Glutamine 0.015 g, Sodium Lactate Syrup 396 μL, Sodium Pyruvate 0.003 g, 

Glucose 0.1 g, Hepes-Sodium 0.052, PVA 0.01 g, em pH 7.4). Após 5 minutos foi 

adicionado 300 μL de PBS (phosphate buffered saline) sem cálcio e magnésio para 

realização da leitura em citômetro de fluxo microcapilar (Guava Easy CyteTM Mini 

System) feita sob excitação de 488 nm e emissão de 630-650 nm para a sonda Pi e 

515-530 nm para a sonda FITC. 
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5.5.7.2. POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 

A sonda JC-1 [(iodeto de 5,5 ́,6,6 ́-tetracloro-1,1,3,3 t́etrametilbenzimidazole 

carbocianina (76.5 μM)] identifica a diferença do potencial mitocondrial. Os 

procedimentos foram feitos em sala escura, devido à fotossensibilidade da sonda. 

Foi adicionado 0.5 μL de JC-1 (1 μM ), 175000 espermatozoides em 7.5 μL e 30 μL 

de meio CZB-Hepes. Após incubação de 5 minutos adicionou-se 300 μL de PBS 

(phosphate buffered saline) sem cálcio e magnésio para realização da leitura em 

citômetro de fluxo microcapilar (Guava Easy CyteTM Mini System) sob excitação de 

488 nm e detecção a 590 nm. As amostras foram classificadas em potencial baixo, 

intermediário e alto de acordo com a fluorescência emitida (verde, laranja e 

vermelho respectivamente). 

 

5.5.7.3. AVALIAÇÃO DA SUSCEPTIBILIDADE DA CROMATINA ESPERMÁTICA À 

FRAGMENTAÇÃO DE DNA 

Esta avaliação é baseada no teste Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA; 

EVENSON; JOST, 2000). É utilizada a sonda laranja de acridina (LA), que se 

intercala ao DNA espermático após a sua desestabilização das duplas fitas  

provocada pelo detergente ácido. O LA pode estar ligado a uma fita simples (emite 

fluorescência vermelha) sugerindo uma possível desnaturação da estrutura da 

cromatina, ou dupla (emite fluorescência verde) confirmando a integridade da dupla 

fita (BOE-HANSEN et al., 2005). 

Este procedimento foi realizado com 375.000 células. Em sala escura, as 

amostras que foram congeladas com 100 µL de tampão TNE (Tris-HCl 0.01M, NaCl 

0.15M, EDTA 1mM e água destilada, pH 7.4), foram descongeladas e centrifugadas 

por 3 minutos a 2000 ×g. Logo após, foi retirado o sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 50 µL de tampão TNE e depois disso, 100 µL de detergente 

ácido (HCl 0.08 M, NaCl 0.15 M, Triton X-100 0.1% em água destilada, pH 1.2). 

Após 30 segundos, adicionou-se 300 µL LA (ácido cítrico 0.1 M, Na2HPO4 0.2 M, 

EDTA 0.001 M, NaCl 0.15 M, estoque de LA 6µg / mL em água destilada, pH 6). 

Após 10 minutos realizou a leitura em citômetro de fluxo microcapilar (Guava Easy 

CyteTM Mini System). 

Para validar esse teste, foi determinado, de acordo com Castro et al. (2018), 

um controle positivo (LA+) e negativo (LA-). Para isso, o semen com TNE (Tris-HCl 
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0.01M, NaCl 0.15M, EDTA 1mM e água destilada, pH 7.4) foi descongelado, dividido 

igualmente em 2 tubos e centrifugados (6500 ×g por 2 minutos). O sobrenadante foi 

descartado e o restante ressuspendido com 50 µL de TNE, adicionando 100 µL de 

TNE para o controle LA- e 100 µL de detergente super ácido 10%[HCl fumegante 

(1.2 M) + detergente ácido (pH 0.1); 1:10] para controle LA+ incubando-os por 5 

minutos para induzir a fragmentação total do DNA espermático.  

Em seguida, foram adicionados 300 µL de TNE e centrifugado (6500 ×g por 2 

minutos). Aproximadamente 500µL do sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em 50 µL de TNE, adicionando mais 100 µL de detergente ácido por 

30 segundos. Posteriormente, foram adicionados 300 µL de Laranja de Acridina (LA) 

e o LA+ (100%) foi misturado com o com o controle LA- (sem indução por HCl e 

detergente ácido) na proporção de 0%, 25%, 50%, 75% e 100%. A leitura das 

amostras foi realizada pelo Citômetro de Fluxo EasyCyte (Guava Easy CyteTM Mini 

System) com excitação de 488 nm e emissão de 630-650 nm (vermelho) e 515-530 

nm (verde).  

 

5.5.8. Análise estatística 

Os dados foram analisados no programa do SAS System for Windows (SAS 

Institute Inc., NC, E.U.A ) e testados para normalidade dos resíduos e 

homogeneidade das variâncias      pelo  aplicativo SAS Guided Data Analysis.  

Variáveis que não seguiram estas premissas foram transformadas (logarítmo 

na base 10 - Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X2 ). Nos casos em que a 

normalidade não foi obtida, empregou-se o procedimento NPAR1WAY de análise de 

variância não paramétrica. 

O experimento foi delineado em fatorial 2x2, verificando-se a interação entre 

efeitos de raça e estação do ano (Nelore/Inverno vs Nelore/Verão vs 

Simental/Inverno vs Simental/Verão) com o procedimento GLM (general linear 

models). No caso das variáveis que não apresentaram interação significativa, seus 

efeitos foram analisados separadamente, aplicando-se o teste T (Verão vs Inverno e 

Nelore vs Simental). 



39 
 

   Nas análises paramétricas, o nível de significância usado para rejeitar H0 

(hipótese de nulidade) foi de 5%. Já para a análise das variáveis não paramétricas 

utilizou-se o nível de significância do teste Wilcoxon. Os resultados foram 

apresentados em médias não transformadas ± erro padrão da média. 

As análises de correlação foram feitas com os dados não transformados pelo 

teste Spearman com ranqueamento dos resultados. Deste modo, foi feita a 

comparação dos resultados obtidos da correlação das variáveis de maior 

importância para o estudo, nas diferentes estações do ano. 

 A análise de componentes principais (PCA) foi realizada  com o programa 

Past 4.0 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Este teste foi utilizado para verificar 

quais variáveis tiveram maior impacto na variância entre os grupos (Estação e 

Raça). Para isso, os dados foram normalizados pela transformação por log e escala 

centralizada pela média. Deste modo, considerou-se os valores de loadings para 

determinar o efeito da variável em cada componente principal ou seja, loadings 

maiores (positivos ou negativos) indicam maior efeito, enquanto valores positivos e 

negativos indicam que a variável e o componente principal estão positivamente ou 

inversamente correlacionados. Os resultados são apresentados em gráficos biplot 

(amostras e variáveis) onde as amostras dos diferentes grupos são apresentadas 

em clusters circundados por elipses de intervalo de confiança de 95%. As variáveis 

com maiores loadings são apresentadas com escala eigenvalue, a qual indica o 

nível de importância da mesma para os grupos analisados. 

6 RESULTADOS 

 

6.1. RESULTADOS DE INTERAÇÃO E DIFERENÇA ENTRE OS GRUPOS 

Não foi possível observar interação entre raça e estação (RAÇA*ESTAÇÃO) 

em relação às variáveis analisadas, ou seja, os grupos de cada raça (NELORE e 

SIMENTAL) não se comportam diferente dentro de cada estação (VERÃO e 

INVERNO) e/ou que os grupos de cada estação não se diferem nos grupos de cada 

raça (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Resultados da análise de interação de raça (NELORE vs SIMENTAL) e 

estação (VERÃO e INVERNO) de atributos espermáticos do sêmen bovino. 
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Valores de p<0.05 foram considerados como interação entre os fatores. 

 

Ao juntar as amostras de estações diferentes e comparar o efeito da raça, 

observou-se que touros da raça Simental apresentaram maior percentual de 

espermatozoides com deficiência de protaminação (CMA3) em relação aos touros 

da raça Nelore (0.52±0.09% e 0.20±0.10%, respectivamente; p=0.0376; Tabela 2; 

Gráfico 4). Da mesma forma, quando considerado apenas o fator da estação do 

ano, touros coletados no verão apresentaram maior percentual de células com baixo 

potencial de membrana mitocondrial em relação às amostras coletadas no inverno 

(85.55±2.21% e 74.58±3.30%, respectivamente; p=0.0175; Tabela 3; Gráfico 5) 

 
 

VARIÁVEL 

 
INTERAÇÃO 

 
p 

RAÇA ESTAÇÃO RAÇA*ESTAÇÃO 
Motilidade total (%) 0,6836 0,9845 0,3045 
Motilidade progressiva (%) 0,5223 0,6402 0,8711 
VAP - Velocidade média (µm/s) 0,865 0,6938 0,2086 
VSL - Velocidade linear (µm/s) 0,742 0,878 0,1453 
VCL - Velocidade curvilínea (µm/s) 0,3852 0,5161 0,8733 
ALH - Amplitude do movimento lateral da cabeça (µm) 0,989 0,6193 0,8699 
BCF - Frequência de batimento cruzado (Hz) 0,8593 0,4567 0,2519 
STR - Retilinearidade (%) 0,5829 0,8859 0,8517 
LIN - Linearidade (%) 0,9048 0,8689 0,5753 
Velocidade rápida (%) 0,2527 0,6676 0,722 
Velocidade média (%) 0,3104 0,4557 0,179 
Velocidade lenta (%) 0,5026 0,3656 0,2775 
Estáticos (%) 0,6836 0,9845 0,3045 

Atividade mitocondrial alta - DAB I (%) 0,1469 0,5327 0,8849 
Atividade mitocondrial média - DAB II (%) 0,6024 0,8146 0,6274 
Atividade mitocondrial baixa - DAB III (%) 0,5289 0,177 0,4408 
Ausência de atividade mitocondrial - DAB IV (%) 0,1286 0,7615 0,4706 
Índice de atividade mitocondrial (%) 0,1108 0,4835 0,9293 
Potencial de membrana mitocondrial baixo (%) 0,6713 0,0299 0,3462 
Potencial de membrana mitocondrial médio (%) 0,8622 0,4548 0,6957 
Potencial de membrana mitocondrial alto (%) 0,6641 0,0706 0,61 
Integridade de membrana plasmática (%) 0,6585 0,9978 0,7643 
Membrana acrossomal lesionada e membrana 
plasmática íntegra (%) 0,9693 0,1526 0,7342 
Membrana acrossomal íntegra a e membrana 
plasmática lesionada (%) 0,8359 0,4828 0,4715 
Suscetibilidade a fragmentação de DNA (%) 0,8667 0,7511 0,3747 
TBARS  (ng de MDA/106 espermatozoides) 0,4143 0,7403 0,8091 
CMA3 - Deficiência de protaminação (%) 0,0361 0,5009 0,5551 
Atividade enzimática da Glutationa Peroxidase (U/mL) 0,9264 0,4028 0,6768 
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Tabela 2 – Efeito da raça (NELORE e SIMENTAL) nos atributos espermáticos do sêmen 

bovino. 

Resultados em média ±SEM e valor de P. Valores de P<0.05, são apresentados em vermelho. 

 

Gráfico 4 – Gráfico de deficiência de protaminação (CMA3) das raças (NELORE e 

SIMENTAL) 

 
 
 

VARIÁVEL 

 
RAÇA 

 
 
 

P 
 

NELORE 
(N=9) 

 
SIMENTAL 

(N=8) 

Motilidade total (%) 43.22±3.84 41.00±3.84 0,689 

Motilidade progressiva (%) 21.44±2.81 18.50±1.58 0,38 

VAP - Velocidade média (µm/s) 81.50±4.19 78.36±4.00 0,597 

VSL - Velocidade linear (µm/s) 66.56±1.40 65.70±2.18 0,263 

VCL - Velocidade curvilínea (µm/s) 135.4±14.39 121.3±9.99 0,281 

ALH - Amplitude do movimento lateral da cabeça (µm) 5.44±0.54 5.55±0.49 0,888 

BCF - Frequência de batimento cruzado (Hz) 24.28±1.47 24.11±0.98 0,922 

STR - Retilinearidade (%) 82.88±2.55 84.87±2.08 0,556 

LIN - Linearidade (%) 58.44±3.83 59.00±3.39 0,915 

Velocidade rápida (%) 27.88±3.22 22.12±2.10 0,158 

Velocidade média (%) 5.11±0.84 6.25±0.92 0,376 

Velocidade lenta (%) 9.88±1.45 12.62±2.10 0,415 

Estáticos (%) 56.77±3.84 59.00±3.84 0,689 

Atividade mitocondrial alta - DAB I (%) 49.00±6.31 37.87±3.43 0,147 

Atividade mitocondrial média - DAB II (%) 31.11±3.22 33.75±2.34 0,518 

Atividade mitocondrial baixa - DAB III (%) 13.33±2.40 11.00±2.22 0,842 

Ausência de atividade mitocondrial - DAB IV (%) 9.55±3.57 17.37±2.67 0,101 

Índice de atividade mitocondrial (%) 67.13±4.74 57.50±3.07 0,111 

Potencial de membrana mitocondrial baixo (%) 77.93±2.79 81.72±4.30 0,476 

Potencial de membrana mitocondrial médio (%) 12.61±1.88 13.09±3.68 0,696 

Potencial de membrana mitocondrial alto (%) 10.04±1.38 9.91±2.46 0,962 

Integridade de membrana plasmática (%) 41.88±4.42 39.12±2.58 0,599 
Membrana acrossomal lesionada e membrana 
plasmática íntegra (%) 8.66±1.51 13.42±3.96 0,653 
Membrana acrossomal íntegra a e membrana plasmática 
lesionada (%) 14.73±1.26 14.65±2.03 1,974 

Suscetibilidade a fragmentação de DNA (%) 0.44±0.41 0.51±0.20 0,79 

TBARS  (ng de MDA/106 espermatozoides) 10.94±2.41 11.25±4.18 0,433 

CMA3 - Deficiência de protaminação (%) 0.20±0.10 0.52±0.09 0,038 

Atividade enzimática da Glutationa Peroxidase (U/mL) 1.62±0.53 3.16±1.95 0,706 



42 
 

SIMENTAL NELORE

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

%
 d

e
 s

p
tz

p=0,00376

 

Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaço interquartis, limites mínimo e máximo e 

média (+) 

Gráfico 5 – Gráfico de Potencial de membrana mitocondrial baixo das amostras em cada 

estação  (VERÃO e INVERNO) 
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Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaço interquartis, limites mínimo e máximo e 

média (+)  

 

Tabela 3 – Efeito da estação (VERÃO e INVERNO) nos atributos espermáticos do sêmen 

bovino. 
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Resultados em média ±SEM e valor de P. Valores de P<0.05, são apresentados em vermelho. 

 

6.2. ANÁLISE DE CORRELAÇÃO 

Nas amostras coletadas no inverno, houve correlação positiva entre a 

motilidade total dos espermatozoides e o PMM alto (r = 0.9518, p = 0.0003), 

velocidade rápida ( r = 0.8739, p = 0.0021), motilidade progressiva (r = 0.7763, p = 

0.0139), velocidade média (r = 0.7404, p = 0.0225) e negativa com espermatozoides 

estáticos (r = -1, p = <.0001) e PMM baixo (r = -0.8434, p = 0.0085). O PMM alto 

correlacionou positivamente com a motilidade total (r = 0.9518, p = 0.0003), 

velocidade rápida (r = 0.7619, p = 0.028) e motilidade progressiva (r = 0.7185, p = 

 
 
 

VARIÁVEL 

 
ESTAÇÃO 

 
 
 

P 
 

VERÃO 
(N=8) 

 
INVERNO 

(N=9) 

Motilidade total (%) 41.87±3.45 42.44±4.15 0,9175 

Motilidade progressiva (%) 18.75±1.52 21.22±2.87 0,4614 

VAP - Velocidade média (µm/s) 78.47±4.57 81.06±3.75 0,6685 

VSL - Velocidade linear (µm/s) 66.15±2.47 66.11±1.32 0,9872 

VCL - Velocidade curvilínea (µm/s) 133±15.38 125.1±10.42 0,6777 

ALH - Amplitude do movimento lateral da cabeça (µm) 5.71±0.51 5.30±0.52 0,5826 

BCF - Frequência de batimento cruzado (Hz) 23.43±1.20 24.88±1.29 0,4243 

STR - Retilinearidade (%) 83.87±1.82 83.77±2.74 0,9769 

LIN - Linearidade (%) 58.37±3.20 59±3.95 0,904 

Velocidade rápida (%) 23.37±2.47 26.77±3.22 0,4157 

Velocidade média (%) 5.37±0.86 5.88±0.91 0,6897 

Velocidade lenta (%) 12.87±2.14 9.66±1.35 0,2445 

Estáticos (%) 58.12±3.45 57.55±4.15 0,91 

Atividade mitocondrial alta - DAB I (%) 44.62±6.07 43±5.24 0,8424 

Atividade mitocondrial média - DAB II (%) 33.25±2.43 31.55±3.20 0,68 

Atividade mitocondrial baixa - DAB III (%) 8.37±2.44 12.66±1.97 0,1945 

Ausência de atividade mitocondrial - DAB IV (%) 13.75±3.49 12.77±3.51 0,8472 

Índice de atividade mitocondrial (%) 63.34±5.09 61.94±3.87 0,8302 

Potencial de membrana mitocondrial baixo (%) 85.55±2.21 74.58±3.30 0,0175 

Potencial de membrana mitocondrial médio (%) 12.16±3.66 13.54±1.89 0,3843 

Potencial de membrana mitocondrial alto (%) 7.44±1.51 12.51±1.95 0,0609 

Integridade de membrana plasmática (%) 40.12±2.45 41±4.52 0,8679 
Membrana acrossomal lesionada e membrana plasmática 
íntegra (%) 13.66±3.27 8.44±2.42 0,1065 
Membrana acrossomal íntegra a e membrana plasmática 
lesionada (%) 15.53±1.58 13.94±1.64 0,4971 

Suscetibilidade a fragmentação de DNA (%) 0.37±0.08 0.57±0.21 0,6987 

TBARS  (ng de MDA/106 espermatozoides) 13.02±3.98 9.36±2.50 0,9317 

CMA3 - Deficiência de protaminação (%) 0.35±0.11 0.35±0.11 0,4607 

Atividade enzimática da Glutationa Peroxidase (U/mL) 3.65±1.96 1.18±0.18 0,3261 
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0.0446), por outro lado correlacionou negativamente com espermatozoides 

estáticos(r = -0.9518, p = 0.0003) e PMM baixo (r = -0.8095, p = 0.0149). Além 

disso, o TBARS correlacionou positivamente com a SOD (r = 0.8833, p = 

0.0016)(Quadro 1). 

Em relação às amostras coletadas no verão,  a motilidade total correlacionou 

positivamente a motilidade progressiva (r = 0.8024, p = -.0165) e velocidade rápida 

(r = 0.7273, p = 0.040) e negativamente o VSL (r = -0.8214, p = 0.0234), 

espermatozoides estáticos (r = -1, p = <.0001) e VAP (r = -0.8929, p = 0.0068). A 

variável da velocidade média apresentou correlação positiva com o DABIII (r = 

0.7805, p = 0.0223), LIN (r = 0.8486, p = 0.0077), STR (r = 0.80013, p = 0.0171), 

BCF (r = 0.7637, p = 0.0274) e velocidade baixa (r = 0.7561, p = 0.0299), e negativa 

com VAP(r = -0.9819, p = <.0001), VSL (r = -0.9456, p = 0.0013), VCL (r = -0.8486, 

p = 0.0077), ALH (r = -0.7806, p = 0.0223), DABI (r = -0.7153, p = 0.0461) e IAM (r = 

-0.7153, p = 0.0461). O DABI correlacionou positivamente com IAM (r = 1, p = 

<.0001), VCL (r = 0.8333, p = 0.0102), VAP (r = 0.7857, p = 0.0362) e  ALH (r = 

0.7784, p = 0.0229), e negativamente com DABIV (r = -0.9102, p = 0.0017), STR (r = 

-0.9047, p =0.002), BCF (r = -0.8571, p = 0.0065), DABIII (r = -0.8503, p = 0.0075), 

LIN (r = -0.8095, p = 0.0149), velocidade média (r = -0.7153, p = 0.0461). Por fim, o 

TBARS correlacionou positivamente com a atividade da GPX (r = 0.9285, p = 

0.0009) e da SOD (r = 0.9047, p = 0.002) (Quadro 2).  

Quadro 1 – Correlações de variáveis funcionais das amostras coletadas no INVERNO 

VAP 

VCL STR ALH LIN   

0.95 -0.89919 0.87867 -0.85   

<.0001 0.001 0.0018 0.0037   

VSL 

DABIV      

-0.67229      

0.0473      

VCL 

STR VAP LIN ALH   

-0.96642 0.95 -0.93333 0.92888   

<.0001 <.0001 0.0002 0.0003   

ALH 

STR LIN VCL VAP   

-0.97047 -0.96235 0.92888 0.87867   

<.0001 <.0001 0.0003 0.0018   

STR 

LIN ALH VCL VAP   

0.99163 -0.97047 -0.96642 -0.89919   

<.0001 <.0001 <.0001 0.001   

LIN STR ALH VCL VAP   
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0.99163 -0.96235 -0.93333 -0.85   

<.0001 <.0001 0.0002 0.0037   

MOTILE 

STATIC PMMalto RAPID PMMbaixo PROG MEDIUM 

-1 0.95188 0.87398 -0.84343 0.77638 0.74043 

<.0001 0.0003 0.0021 0.0085 0.0139 0.0225 

PROG 

RAPID MOTILE STATIC PMMalto   

0.86193 0.77638 -0.77638 0.71858   

0.0028 0.0139 0.0139 0.0446   

RAPID 

MOTILE STATIC PROG PMMalto   

0.87398 -0.87398 0.86193 0.7619   

0.0021 0.0021 0.0028 0.028   

MEDIUM 

MOTILE STATIC     

0.74043 -0.74043     

0.0225 0.0225     

SLOW 

IAM      

-0.72242      

0.0279      

STATIC 

MOTILE PMMalto RAPID PMMbaixo PROG MEDIUM 

-1 -0.95188 -0.87398 0.84343 -0.77638 -0.74043 

<.0001 0.0003 0.0021 0.0085 0.0139 0.0225 

DABI 

DABII IAM     

-0.80591 0.70294     

0.0087 0.0347     

DABII 

DABI      

-0.80591      

0.0087      

DABIII 

PMMinter      

0.85031      

0.0075      

DABIV 

IAM VSL     

-0.84877 -0.67229     

0.0038 0.0473     

IAM 

DABIV SLOW DABI    

-0.84877 -0.72242 0.70294    

0.0038 0.0279 0.0347   
  

PMMalto 

MOTILE STATIC PMMbaixo RAPID PROG  

0.95188 -0.95188 -0.80952 0.7619 0.71858  

0.0003 0.0003 0.0149 0.028 0.0446  

PMMinter 

PMMbaixo DABIII     

-0.90476 0.85031     

0.002 0.0075     

PMMbaixo 

PMMinter STATIC MOTILE PMMalto   

-0.90476 0.84343 -0.84343 -0.80952   

0.002 0.0085 0.0085 0.0149   

SOD 
TBARS      

0.88333      
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0.0016      

TBARS 

SOD      

0.88333      

0.0016      

Correlação com dados não trasnformados pelo teste de Spearman com ranqueamento. Correlações 

inversas são apresentadas em quadros vermelhos e correlações positivas verdes. A primeira linha 

abaixo do nome da variável é o valor de r e a segunda linha o valor de P. 

Quadro 2 – Correlações de variáveis funcionais das amostras coletadas no VERÃO 

 

VAP 

MEDIU
M 

VCL VSL LIN STR STATIC MOTILE ALH BCF SLOW DABI IAM DABIII 

-0.982 0.9643 0.9643 -0.929 -0.929 0.8929 -0.8929 0.8829 -0.857 -0.7928 0.7857 0.7857 -0.7748 

<.0001 0.0005 0.0005 0.0025 0.0025 0.0068 0.0068 0.0085 0.0137 0.0334 0.0362 0.0362 0.0408 

VSL 

VAP 
MEDIU

M 
VCL BCF ALH LIN STR EN 

MOTIL
E 

STATI
C 

   

0.96429 -0.946 0.8929 -0.893 0.8829 -0.857 -0.8571 -0.8547 -0.821 0.8214    

0.0005 0.0013 0.0068 0.0068 0.0085 0.0137 0.0137 0.0143 0.0234 0.0234    

VCL 

LIN STR VAP ALH VSL MEDIUM IAM DABI DABIII BCF    

-0.9762 -0.976 0.9643 0.9581 0.8929 -0.849 0.8333 0.8333 -0.826 -0.7857    

<.0001 <.0001 0.0005 0.0002 0.0068 0.0077 0.0102 0.0102 0.0114 0.0208    

ALH 

VCL LIN STR VAP VSL MEDIUM IAM DABI BCF DABIII    

0.9581 -0.934 -0.9342 0.8829 0.8829 -0.781 0.7785 0.7785 -0.778 -0.7349    

0.0002 0.0007 0.0007 0.0085 0.0085 0.0223 0.0229 0.0229 0.0229 0.0378    

BCF 

VSL VAP STR IAM DABI DABIII VCL ALH 
MEDIU

M 
LIN DABII   

-0.8929 -0.857 0.8571 -0.857 -0.857 0.8024 -0.7857 -0.7785 0.7638 0.7619 0.7619   

0.0068 0.0137 0.0065 0.0065 0.0065 0.0165 0.0208 0.0229 0.0274 0.028 0.028   

STR 

VCL ALH VAP LIN IAM DABI VSL BCF DABIII DABIV 
MEDIU

M 
  

-0.9762 -0.934 -0.9286 0.9286 -0.905 -0.905 -0.8571 0.8571 0.8264 0.8024 0.8001   

<.0001 0.0007 0.0025 0.0009 0.002 0.002 0.0137 0.0065 0.0114 0.0165 0.0171   

LIN 

VCL ALH VAP STR DABIII VSL MEDIUM DABI IAM SLOW BCF   

-0.9762 -0.934 -0.9286 0.9286 0.8623 -0.857 0.8486 -0.8095 -0.81 0.7785 0.7619   

<.0001 0.0007 0.0025 0.0009 0.0059 0.0137 0.0077 0.0149 0.0149 0.0229 0.028   
 

MOTILE 

STATIC VAP VSL PROG RAPID    
       

-1 -0.893 -0.8214 0.8024 0.7274          

<.0001 0.0068 0.0234 0.0165 0.0409          

PROG 

RAPID MOTILE STATIC            

0.95129 0.8024 -0.8024            

0.0003 0.0165 0.0165            

RAPID 

PROG MOTILE STATIC           

0.95129 0.7274 -0.7274           

0.0003 0.0409 0.0409           

MEDIUM 
VAP VSL VCL LIN STR DABIII ALH BCF SLOW DABI IAM   

-0.982 -0.946 -0.8486 0.8486 0.8001 0.7806 -0.7806 0.7638 0.7562 -0.7153 -0.715   
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<.0001 0.0013 0.0077 0.0077 0.0171 0.0223 0.0223 0.0274 0.0299 0.0461 0.0461   

SLOW 

VAP LIN MEDIUM           

-0.7928 0.7785 0.7562           

0.0334 0.0229 0.0299           

STATIC 

MOTILE VAP VSL PROG RAPID         

-1 0.8929 0.8214 -0.802 -0.727         

<.0001 0.0068 0.0234 0.0165 0.0409         

DABI 

IAM DABIV STR BCF DABIII VCL LIN VAP ALH 
MEDIU

M 
   

1 -0.91 -0.9048 -0.857 -0.85 0.8333 -0.8095 0.7857 0.7785 -0.7153    

<.0001 0.0017 0.002 0.0065 0.0075 0.0102 0.0149 0.0362 0.0229 0.0461    

DABII 

BCF             

0.7619             

0.028             

DABIII 

LIN DABI IAM STR VCL BCF MEDIUM VAP ALH     

0.86229 -0.85 -0.8503 0.8264 -0.826 0.8024 0.7806 -0.7748 -0.735     

0.0059 0.0075 0.0075 0.0114 0.0114 0.0165 0.0223 0.0408 0.0378     

DABIV 

DABI IAM STR           

-0.9102 -0.91 0.8024           

0.0017 0.0017 0.0165           

IAM 

DABI DABIV STR BCF DABIII VCL LIN VAP ALH 
MEDIU

M 
   

1 -0.91 -0.9048 -0.857 -0.85 0.8333 -0.8095 0.7857 0.7785 -0.7153    

<.0001 0.0017 0.002 0.0065 0.0075 0.0102 0.0149 0.0362 0.0229 0.0461    

PMMalto 

             

             

             

PMMinter 

TBARS             

-0.7143             

0.0465             

PMMbaix
o 

             

             

             

GPX 

SOD TBARS            

0.97619 0.9286            

<.0001 0.0009            

SOD 

GPX TBARS            

0.97619 0.9048            

<.0001 0.002            

TBARS 

GPX SOD 
PMMinte

r 
          

0.92857 0.9048 -0.7143           

0.0009 0.002 0.0465           

Correlação com dados não transformados pelo teste de Spearman com ranqueamento. Correlações 

inversas são apresentadas em quadros vermelhos e correlações positivas verdes. A primeira linha 

abaixo do nome da variável é o valor de r e a segunda linha o valor de P. 
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6.3. ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS 

A PCA das amostras seminais descongeladas de touros da raça Nelore e 

Simental foi realizada após a normalização dos dados e resultou na seleção pelos 

valores de loadings de 7 variáveis, sendo elas, DAB I, DAB III e DAB IV, Potencial 

de membrana mitocondrial intermediário, GPX, SOD e TBARS. O componente 

principal 1 foi responsável por 53.072% da variância e o componente 2, por 

29.612%, totalizando 82.684%. O PCA biplot mostra que não houve separação 

entre os grupos, mas apesar do número amostral ser baixo (Simental = 8; Nelore = 

9), este teste permite analisar a importância das variáveis para cada amostra 

individualmente. Deste modo, observou-se que a atividade mitocondrial baixa (DAB 

III) e o potencial de membrana intermediário tem influência em 4 amostras da raça 

Simental, assim como a atividade da GPX, SOD e o TBARS têm grande peso para 

outras 3 amostras da mesma raça. Na raça Nelore, por sua vez, verificou-se que a 

alta atividade mitocondrial (DABI) teve forte influência para 3 amostras (33.3%) 

(Figura 1). 

Já para a PCA das amostras de touros coletados no verão e inverno, foi feita 

da mesma forma descrita anteriormente e foram selecionadas pelos valores de 

loadings as variáveis de DAB III, DAB IV, Potencial de membrana mitocondrial 

intermediário, GPX, SOD e TBARS. Nesse caso o componente principal 1 foi 

responsável por 65.647% da variância e o componente 2, 17.007%, totalizando 

82.654%. Analisando o PCA biplot, não foi observada a separação entre os grupos, 

mas indicou que a atividade da GPX possui maior peso para as amostras coletadas 

no verão (57%) e a atividade da SOD juntamente com o TBARS tiveram maior peso 

nas amostras coletadas no inverno (33.3%) (Figura 2). 
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Figura 1 – PCA em apresentação biplot de variáveis nas raças (NELORE e SIMENTAL) 

 

Representação gráfica da separação entre os grupos NELORE(cinza) e SIMENTAL(vinho) com os 

componentes principais 1 e 2, que correspondem por uma variância total de 82.684%. Os clusters 

das amostras dos grupos são circundados por elipses de IC. As linhas e texto indicam as variáveis 

selecionadas e a importância das mesmas (escala eigenvalue) na variância e separação dos grupos. 
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Figura 2 – PCA em apresentação biplot de variáveis nas estações (VERÃO e 

INVERNO) 

 

Representação gráfica da separação entre os grupos VERÃO (laranja) e INVERNO (verde) com os 

componentes principais 1 e 2, que correspondem por uma variância total de 82.654%. Os clusters 

das amostras dos grupos são circundados por elipses de IC. As linhas e texto indicam as variáveis 

selecionadas e a importância das mesmas (escala eigenvalue) na variância e separação dos grupos. 
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7 DISCUSSÃO 
 

O estresse térmico é um dos principais fatores relacionados à redução do 

potencial de fertilidade em reprodutores (GABALDI; WOLF, 2002), visto que o 

aumento da temperatura testicular pode causar desde processos degenerativos 

irreversíveis até a produção de espermatozoides de menor qualidade (OHASHI et 

al., 2011). Do ponto de vista econômico, a subfertilidade de touros tem maior 

impacto na produtividade, uma vez que 1 touro subfertil utilizado em monta natural, 

inseminacao artificial e IATF resulta em mais femeas vazias. Alem disso, a 

complexidade de sua identificação faz com que a análise convencional do sêmen 

seja insuficiente, havendo a necessidade da aplicação de avaliações mais 

específicas (AITKEN et al., 2006).  

Dentre os principais fatores associados a esse problema, pode-se citar o 

estresse oxidativo. Sabe-se que o aumento exacerbado das espécies reativas de 

oxigênio pode resultar na disfunção espermática por meio de diferentes 

mecanismos como a peroxidação lipídica da membrana plasmática, o desbalanço 

do metabolismo energético do espermatozoide e alterações do DNA espermático 

reduzindo, deste modo, a sobrevivência das células, a motilidade, a capacidade de 

fertilização e qualidade do embrião (ARMSTRONG et al., 1999; SPANO et al., 2000; 

OLSZEWSKA et al., 2017). 

Os efeitos do estresse térmico em bovinos vêm sendo amplamente 

estudados. Modelos em que os animais são submetidos à insulação artificial, às 

diferentes sazonalidades, climas e a utilização de raças mais suscetíveis ao calor 

como o Bos taurus, foram propostos para  comparar a influência do calor nos 

atributos espermáticos e, consequentemente, no potencial reprodutivo de touros 

(RAHMAN et al., 2011; JOHNSTON; NAELAPAA; FRYE, 1963; SKINNER; LOUW, 

1966; MATHEVON; BUHR; DEKKERS, 1998; CASADY; MYERS; LEGATES, 1953; 

BALIC et al., 2012; NICHI et al., 2006; SOREN; VIR SINGH; SINGH, 2018 ). 

No presente estudo, comparou-se as diferentes raças nas estações quentes 

e frias do ano. Apesar de não apresentar efeito de interação entre elas e o número 

amostral não ser o suficiente para fazer a análise do efeito da estação em cada raça 

e vice-versa, quando comparados juntamente foram observadas variações 

indicativas do efeito de cada uma sob os parâmetros espermáticos analisados. 
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No teste de mensuração da deficiência de protaminação, touros da raça 

Simental apresentaram maior taxa de células com defeitos comparados aos touros 

Nelore. Essa diferença seria esperada se a temperatura do inverno de Dourados 

permanecesse alta para o conforto térmico de touros Simental, já que o estresse 

térmico seguido do aumento de EROs resultaria em menores níveis de 

protaminação (AGARWAL; SALEH; BEDAIWY, 2003; AGARWAL; ALLAMANENI, 

2005).  

Entretanto, os valores encontrados são extremamente baixos (<0.8%) como 

verificados em outros estudos, variando de 0 a 1% (SIMÕES et al., 2009; RAHMAN 

et al.,2011; CARREIRA et al., 2015; NAGAKI, 2021) em touros considerados 

normospérmicos e em touros submetidos a insulação  apresentando no máximo 

3.5% de deficiência (RAHMAN et al.,2011). Somado a isto, não houve diferença nos 

parâmetros oxidativos, sugerindo que essa discrepância observada entre as raças 

pode não ser relacionada ao estresse térmico. No estudo de NAGAKI (2021), foi 

observada uma maior expressão gênica de Protamina 1 em touros da raça Nelore 

em comparação aos touros Angus (0.052 ± 0.012, 0.986 ± 0.396, respectivamente; 

p = 0.0409). Deste modo, infere-se que houve menor produção de protaminas no 

sêmen de touros Simental, o que leva a menor protaminação da cromatina apontada 

pelo resultado de CMA3 atrelando-o mais à questão racial do que à estação do ano. 

Além disso, esta diferença parece não influenciar na susceptibilidade da 

cromatina. Distintamente do que foi observado nos estudos anteriores (FORTES et 

al., 2014; D'OCCHIO et al., 2013; CARREIRA et al., 2015), não houve diferença 

significativa no teste de SCSA entre as raças, sugerindo que a fragmentação de 

DNA espermático pode estar associada a níveis mais elevados de falhas na 

protaminação e/ou acompanhada do estresse oxidativo. 

Na análise de correlação entre estações, nota-se que variáveis relacionadas 

ao metabolismo energético se correlacionam fortemente com as variáveis referentes 

à motilidade espermática. Este padrão reflete a contribuição da mitocôndria no 

fornecimento de ATP para a movimentação da célula. Entretanto, nas amostras 

coletadas no inverno, os parâmetros de cinética espermática apresentaram forte 

correlação positiva com o potencial de membrana mitocondrial, uma vez que o 

aumento deste associa-se ao maior percentual de células móveis, progressivas e 
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rápidas, relacionadas a melhor qualidade espermática. Por outro lado, para as 

amostras coletadas no verão, suas variáveis de cinética se correlacionam 

fortemente com a atividade mitocondrial, sendo que quanto maior a atividade maior 

o VCL, ALH e menor STR, LIN, BCF e velocidade média. Diante disso, infere-se que 

esses espermatozoides têm maior potencial à hiperativação precoce, pois células 

neste processo apresentam maior amplitude do movimento lateral de cabeça, 

aumento da velocidade curvilínea e menor linearidade (MARQUEZ; SUAREZ, 

2006).  

No estudo de LEITE et al., (2022) em que se comparou touros Angus e 

Nelore em relação a fertilidade e congelabilidade das amostras seminais, padrões 

semelhantes de cinética espermática foram observadas em Angus de baixa 

fertilidade e baixa congelabilidade acompanhados pela queda de potencial de 

membrana mitocondrial, o que corrobora com o presente estudo, em que as 

amostras coletadas no verão apresentaram percentual de células com baixo 

potencial de membrana mitocondrial significativamente maior que no inverno. Este 

fenômeno pode ser ocasionado devido a um mecanismo compensatório em que há 

um aumento na frequência de transporte de elétrons visando bombear mais prótons 

pelos complexos mitocondriais para o espaço entre membranas e assim tentar 

restabelecer o potencial de membrana (LOSANO et al., 2018) 

Além disso, no estudo de SOREN et al., (2017) em que se comparou 

amostras seminais de touros Karan Fries (Bos taurus) nas diferentes estações do 

ano, foi observado que no verão houve menor expressão gênica de enzimas 

mitocondriais como a citrato sintase e succinato desidrogenase (complexo II). A falta 

desses fatores pode ocasionar o mau funcionamento desta organela, uma vez que 

fazem parte do ciclo de Krebs, o qual fornece parte do NADH e FADH2 necessários 

para o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons (BULKELEY et al., 

2021). Diante desses fatores, a maior correlação observada entre as variáveis de 

motilidade espermática e atividade mitocondrial nos touros coletados no verão, 

possivelmente indica que as mitocôndrias estão tentando compensar o baixo 

potencial pelo aumento da atividade, mas não são capazes devido à limitação de 

NADH e FADH2. 
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Pode-se observar que, na PCA, as variáveis selecionadas pelos maiores 

loadings, ou seja de maior importância, estão fortemente ligadas ao metabolismo 

energético e o estresse oxidativo tanto na comparação do efeito raça como de 

estação. Na comparação entre raças há quatro amostras de touros Simental,  que 

representam quase metade dos animais analisados, que estão associadas à baixa 

atividade mitocondrial e ao potencial de mitocôndria intermediário, inferindo que as 

mitocôndrias desse grupo não estão funcionando adequadamente e resultando 

possivelmente no processo de desligamento desta organela.  

Por outro lado, nota-se na PCA entre raças,  três amostras de Simental e 

duas de Nelore estão sob maior influência do TBARS e as atividades das enzimas 

antioxidantes. Já     no efeito estação, TBARS e SOD possuem maior influência em 

3 amostras de inverno, enquanto o GPX é predominante para 4 amostras coletadas 

no verão. Estes resultados somados à forte correlação positiva do TBARS com a 

SOD no inverno e do TBARS com a SOD e GPX no verão, refletem o peso do status 

oxidativo para estas amostras. O aumento da atividade das enzimas antioxidantes 

associadas à maior susceptibilidade ao estresse oxidativo foi observado em estudos 

com homens inférteis (MAIORINO et al., 2003), estresse do exercício físico em 

humanos (BOUZID et al., 2014), e estresse térmico em touros (SOREN; VIR 

SINGH; SINGH, 2018) e carneiros (HAMILTON et al., 2016). De acordo com os 

autores, esse fenômeno possivelmente ocorre, em resposta ao aumento das 

espécies reativas de oxigênio, como um mecanismo de proteção e, 

consequentemente, a manutenção da capacidade de fertilizar o oócito e, sendo 

assim, é considerado um potencial marcador de imbalanço oxidativo.  

Além disso, a maior atividade da SOD pode ser causada pelo aumento do 

funcionamento da mitocôndria. Em seu estado fisiológico, parte dos elétrons 

escapam da cadeia transportadora, (principalmente nos complexos I e III) e são 

capturados pelo oxigênio, formando o ânion superóxido (MITTLER, 2002). Deste 

modo, esta enzima pode agir como um indicador do status mitocondrial, uma vez 

que a maior atividade desta organela resultará na maior produção de superóxido e, 

assim, induzindo o aumento da SOD para a manutenção do equilíbrio oxidativo 

(CASTRO et al., 2016). 
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A enzima GPx, responsável por reduzir os níveis de peróxido de hidrogênio, 

age de forma mais rápida comparada às demais, por mecanismos ainda não 

elucidados. Foi sugerido que a ativação desta pode ocorrer por meio de fatores pós 

transcricionais, tornando sua resposta mais ágil e efetiva do que a síntese de novas 

enzimas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; GARRIDO et al., 2004). A alta 

correlação positiva da atividade desta enzima com o TBARS apresentado no 

estudo, pode estar associado não só apenas ao potencial estresse térmico 

acompanhado de maiores níveis de espécies reativas, mas também à capacidade 

de sua produção.  

Sabe-se que a GPx tem como seu cofator o selênio, um elemento essencial 

para inúmeros processos fisiológicos em mamíferos, inclusive para a fertilidade 

(FLORESTA et al., 2002). Este mineral, por sua vez, é obtido      pela      

alimentação, na pastagem, na qual o nível de selênio presente depende da sua 

quantidade e disponibilidade no solo (HALL et al., 2009;HALL et al., 2012; 

ALHIDARY, 2016). Somado a isto, a região Centro-oeste do Brasil é pobre em 

macro e microminerais (Carvalho et al., 2003) sendo muitas vezes necessário fazer 

a suplementação adequada para os animais de produção (GIERUS., 2007).  

Nesse contexto, muitos estudos foram conduzidos com o objetivo de verificar 

os efeitos da suplementação de selênio no âmbito reprodutivo. Foi observado, por 

exemplo, o aumento das concentrações de GPx no ejaculado, proporcionando 

melhorias na qualidade seminal (SERGERSON; JOHNSON, 1980; BARTLE; 

SENGER; HILLERS, 1980; PASA, 2010; MARAI et al., 2009). Considerando-se o 

índice pluviométrico da região de Dourados (Gráfico 2), onde as chuvas se 

concentram no verão, com períodos secos e alta probabilidade de dias consecutivos 

sem chuva no inverno (Gráfico 3), pode-se inferir que os touros utilizados no 

estudo, criados à pasto, tiveram maior aporte nutricional na época do verão 

proporcionando mais minerais e assim, aumentando a capacidade de produção de 

GPX.  

Diante desses fatores, os efeitos da temperatura sobre os aspectos 

espermáticos podem não estar evidenciados, uma vez que em climas mais quentes, 

em que os animais supostamente iriam apresentar mais problemas tais como o 
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estresse oxidativo, eles tiveram acesso à forragem de melhor qualidade e, 

consequentemente, maior potencial para controlar o desbalanço oxidativo. 
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8 CONCLUSÃO 
 

- Não houve efeito raça ou estações do ano em relação à susceptibilidade de 

fragmentação do DNA (SCSA). 

- Não houve efeito de raça ou estações do ano em relação à susceptibilidade 

de peroxidação lipídica (TBARS). 

- Os touros da raça Simental apresentaram maior percentual de deficiências na 

protaminação. 

- As amostras coletadas no verão apresentaram mais espermatozoides com 

potencial de membrana mitocondrial baixo. 

Com os resultados obtidos no presente estudo, não foi possível identificar de 

forma isolada os efeitos da raça e das estações no perfil oxidativo em relação aos 

parâmetros de integridade do DNA espermático. No entanto, os dados observados 

nas análises de  correlação e de componentes principais evidenciam a importância 

do metabolismo energético, sendo um dos aspectos que podem influenciar o status 

oxidativo e a qualidade seminal. Além disso, deve-se destacar a questão 

multifatorial da homeostase oxidativa, a qual pode estar sujeita à elementos 

diretamente relacionados à maior produção de espécies reativas de oxigênio, como 

no estresse térmico, mas também, indiretamente devido à menor capacidade de 

sintetização de enzimas antioxidantes, como por exemplo, no menor aporte de 

minerais na nutrição. 
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