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O Hg é um metal pesado tóxico, bioacumulativo e de preocupação global, uma vez 

que suas emissões antropogênicas e naturais ainda representam um alto risco para a saúde 

humana e ambiental. O Hg pode ocasionar comprometimento da fertilidade masculina, 

entretanto a maioria dos estudos avaliaram exposição em altas doses. Nesse sentido, os efeitos 

adversos gerados pelo Hg em baixas doses no sistema reprodutor masculino são pouco 

elucidados e o uso do modelo bovino, em virtude da grande semelhança ao humano, pode 

contribuir para essa avaliação toxicológica neste sistema. Assim, este trabalho objetivou 

investigar os efeitos da exposição de diferentes concentrações ao cloreto mercúrio (HgCl2) 

sobre a qualidade e capacidade fértil de espermatozoides bovinos. Palhetas de sêmen de Bos 

taurus foram descongeladas, os espermatozoides selecionados por gradientes descontínuos de 

Percoll® (4x106espermatozoides/mL) e divididos em: Controle (sem exposição a HgCl2); 

Hg8nM; Hg8μM e Hg80μM, incubados por 0,5h, 1h e 2h. Após a exposição, foram 

analisados parâmetros espermáticos (motilidade, vigor, cinética espermática 

computadorizada, morfologia, integridade da membrana espermática) e biomarcadores de 

estresse oxidativo. Para a análise da fecundação in vitro, os oócitos bovinos maturados por 

24h e, após 18 horas de co-cultivo de oócitos/espermatozoides (2x106 espermatozoides/mL) a 

taxa de penetração e fertilização total e normal foram avaliadas. A exposição de 

espermatozoides bovinos a diferentes concentrações de HgCl2 foi capaz de reduzir a 

motilidade espermática, aumentar os defeitos menores (Hg80µM), reduzir do número de 
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espermatozoides normais (Hg80µM e Hg8µM) e afetar a integridade da membrana plasmática 

(Hg8µM). Quanto aos biomarcadores bioquímicos avaliados nas doses baixas deste metal, 

houve aumento das especies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica e redução da 

capacidade antioxidante total em ambas as doses (Hg8nM e Hg8µM) analisadas. Quanto à 

fertilização, houve uma redução na taxa de penetração e fertilização total e normal do grupo 

de Hg com a concentração de 8μM. A exposição de espermatozoides bovinos a baixas 

concentrações de Hg favorece o aumento do estresse oxidativo que pode desencadear 

alterações na qualidade espermática e refletir na redução da sua capacidade fértil.  

 

Palavras-Chave: Mercúrio; Toxicologia; Espermatozoide, Modelo bovino; Estresse 

Oxidativo; Fertilização in vitro (FIV). 
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Hg is a toxic heavy metal, bioaccumulative and of global concern, since its 

anthropogenic and natural emissions still pose a high risk for human and environmental 

health. Hg may cause impairment of male fertility, however, most studies have evaluated high 

dose exposure. In this sense, the adverse effects generated by low dose Hg in the male 

reproductive system are little elucidated and the use of the bovine model, due to the great 

similarity to the human, can contribute to this toxicological evaluation in this system. The 

objective of this work was to investigate the effects of mercury chloride (HgCl2) exposure at 

different concentrations on bovine spermatozoa and its fertilization capacity.  Bos taurus 

semen straws were thawed, spermatozoa selected by discontinuous Percoll® gradients (4x106 

sperm/mL) and divided into: Control (without exposure to HgCl2); Hg8nM; Hg8μM and 

Hg80μM, incubated for 0.5h, 1h and 2h. After the exposure, sperm parameters (motility, 

vigor, computerized sperm kinetics, morphology, sperm membrane integrity) and oxidative 

stress biomarkers were analyzed. For the analysis of in vitro fertilization, bovine oocytes 

matured for 24h and, after 18 hours of co-culture of oocytes/spermatozoa (2x106 

spermatozoa/mL), total and normal penetration and fertilization rates were evaluated. 

Exposure of bovine spermatozoa at different concentrations of HgCl2 was able to reduce 

sperm motility, increase the minors defects (Hg80μM), reduce the number of normal 

spermatozoa (Hg80μM and Hg8μM) and affect the integrity of the plasma membrane 

(Hg8μM). Regarding the biochemical biomarkers evaluated in the low doses of this metal, 

there was an increase in the reactive oxygen species and lipid peroxidation and reduction of 

the total antioxidant capacity in both doses (Hg8nM and Hg8μM) analyzed. As for 



14 

 

fertilization, there was a reduction in the penetration rate and total and normal fertilization of 

the Hg group with the concentration of 8μM. Exposure of bovine spermatozoa at low 

concentrations of Hg favors the increase of oxidative stress that can trigger changes in sperm 

quality and reflect in the reduction of their capacity of IVF. 

 

KEYWORDS: Mercury, Toxicology; Sperm, Bovine model; Oxidative Stress; in vitro 

Fertilization (IVF). 
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PARTE I 

INTRODUÇÃO 

1 Mercúrio 

O mercúrio (Hg) é um metal pesado, não essencial, distribuído de forma onipresente 

no ambiente, conhecido por ser o único metal que se apresenta no estado líquido em 

temperatura ambiente (UNEP, 2013). O símbolo Hg vem do latim "hydrargyrum" cujo 

significado é prata líquida. Seu nome homenageia o deus romano Mercúrio, que era o 

mensageiro dos deuses, essa homenagem é devida à fluidez do metal (AZEVEDO, 2003). 

O Hg apresenta vantajosas propriedades físico-químicas, o que lhe confere grande 

aplicabilidade no setor industrial e extenso uso em pilhas e baterias. Entretanto é 

potencialmente tóxico e seus efeitos variam de acordo com sua forma química, concentração e 

tempo de exposição (AZEVEDO, 2003; WHO, 2008; SYVERSEN; KAUR, 2012). 

As principais formas químicas de apresentação do Hg são a inorgânica: elementar ou 

metálica (Hg0); mercuroso (Hg2
2+) e o mercúrico (Hg2+), e a orgânica (MeHg e EtHg) (WHO, 

2008; OLIVEIRA et al., 2016).  

O Hg elementar, presente na forma líquida à temperatura ambiente, é volátil e libera 

vapor de Hg, oriundo de fontes naturais e atividades antropogênicas (GONZALEZ-RAYMAT 

et al., 2017). Podemos destacar sua aplicabilidade nas indústrias cloro-álcali como fabricação 

de policloreto de vinila - PVC; solventes; agroquímicos clorados; produção de sabões; 

detergentes (DA SILVA et al., 2017); fabricação de aparelhos de medição precisa como 

termômetros, esfigmomanômetros; lâmpadas fluorescentes, interruptores elétricos, baterias, 

em amálgama dentária e na atividade garimpeira de extração do ouro (UNEP, 2013). 

Além da forma elementar, o Hg pode se oxidar na presença de outros elementos 

químicos como oxigênio, cloro e enxofre, formando os sais Hg2
2+ e Hg2+ (GONZALEZ-

RAYMAT et al., 2017). Sob essa forma, é empregado principalmente como catalisador na 

indústria química, fungicida e na fabricação de tintas. Uma curiosidade sobre o cloreto 

mercuroso, conhecido por Hg doce, foi seu uso na medicina como diurético, purgativo e ainda 

hoje encontramos sua composição em cremes cutâneos com finalidade antisséptica (PARK; 

ZHENG, 2012).  

Quando o Hg se une a um ou dois átomos de carbono (ligação covalente) forma o Hg 

orgânico. Os derivados desta forma de Hg podem ser utilizados como herbicidas; fungicidas; 
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desinfetantes; conservantes em pinturas, ceras/pastas; antissépticos, bacteriostáticos e também 

como conservantes de formulações farmacêuticas (vacinas, soluções nasais e oftalmológicas) 

(AZEVEDO, 2003; GONZALEZ-RAYMAT et al., 2017). 

Através de fontes e processos naturais como a atividade vulcânica, incêndios 

florestais, movimento dos rios, lagos e córregos, e processos biológicos, mas principalmente 

pelos processos antropogênicos, o Hg é emitido na atmosfera atingindo as águas e solo 

(WHO, 2008; SELIN, 2014). O ciclo biogeoquímico do Hg é considerado complexo por 

envolver uma inter-relação entre os sistemas atmosféricos, aquáticos e terrestres (BISINOTI; 

JARDIM, 2004). O Hg participa de dois ciclos, o global e o local, que contribuem para o seu 

transporte e a distribuição. 

O ciclo global relaciona-se com o Hg elementar. Este circula na atmosfera por meses 

até anos e pode ser amplamente disperso e transportado a milhares de quilômetros das suas 

prováveis fontes de emissão (WHO, 2008; SELIN, 2014). Na presença de ozônio atmosférico, 

o Hg elementar pode oxidar-se e retornar a superfície por precipitação seca e úmida 

(CLARKSON; MAGOS, 2006). 

Já o ciclo local ocorre pela ação microbiológica com o Hg inorgânico se 

transformando em Hg orgânico. Isso se deve ao fato de que a maior parte do Hg em água, 

solo, sedimentos ou plantas e em animais está na forma de sais de mercúrio iônicos (HgCl2) e 

a ação de microbactérias converte em metilmercúrio (AZEVEDO, 2003). Sob esta forma é 

incorporado às espécies aquáticas em um processo chamado de bioacumulação que por meio 

da cadeia alimentar pode atingir a saúde humana (NARVÁEZ et al., 2017).  

O início dos estudos com o Hg foi intensificado a partir da década de 50 em virtude 

dos sintomas apresentados pela população da cidade de Minamata, no Japão. Uma indústria 

de acetaldeído lançava seus resíduos industriais na foz do rio da cidade, entre os compostos 

lançados, havia uma grande quantidade de Hg inorgânico o qual acabou sendo incorporado na 

cadeia alimentar na forma de MeHg. Em consequência, os habitantes da região, consumidores 

de peixe, passaram a apresentar diversos sintomas (tanto agudos, como crônicos), 

principalmente neurológicos (EKINO et al., 2007). Posteriormente, graves acidentes no 

Paquistão (1963), Guatemala (1966) e Irã (1971) aconteceram pelo uso do Hg como fungicida 

em lavouras, assim houve um alerta para a gravidade do uso indiscriminado do Hg e as suas 

consequências para a saúde humana (DA SILVA et al., 2017).  
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1.1    Populações de Risco e Limites de Exposição 

Atualmente as populações de maior risco de intoxicação pelo o Hg são 

principalmente os trabalhadores expostos ocupacionalmente, populações vizinhas a fontes de 

poluição como minas e indústrias, ou de regiões contaminadas em especial com fontes de 

água assim como pessoas que se alimentam preferencialmente de pescados e outros produtos 

aquáticos, com risco adicional a gestantes e crianças (AZEVEDO, 2003; UNEP, 2013; WHO, 

2016). 

Diante desse preocupante cenário de contaminação pelo Hg, vários países e 

organizações internacionais estabeleceram níveis aceitáveis de exposição a este metal (OPAS, 

2011). A Environmental Protection Agency (EPA) dos Estados Unidos da América (EUA) 

estabeleceu uma concentração de referência de inalação para o Hg0 de 0,3 µg/m3, estimando 

assim os possíveis riscos através desse meio de absorção.   

No Brasil essa referência está vinculada a Norma Regulamentadora (NR) 15 do 

Ministério do Trabalho, cujo valor aceitável é de até 40 µg de Hg/m3 (para todas as formas de 

Hg, exceto orgânico) de exposição ocupacional, que corresponde a aproximadamente a uma 

concentração total de Hg de 15 - 20 µg/L de sangue (MS, 2010). Já na Colômbia, os valores 

recomendáveis vão até 0,025mg/m3 (OPAS, 2011). Quanto ao solo e a água potável, o limite 

máximo do metal, segundo a EPA, é de 0,087 µg/g e de 2 µg/L, respectivamente. No Brasil, o 

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu para a água potável o limite 

de 0,0002 mg/L de Hg, enquanto o solo é 0,5mg/kg (OPAS, 2011). Para uma melhor 

comparação sobre esses dados, a Tabela 1 expõe de maneira resumida os limites aceitáveis de 

Hg total no Brasil, Colômbia, Estados Unidos e Comunidade Europeia (OPAS, 2011).  

 

Tabela 1. Limites admissíveis de exposição ao mercúrio no meio ambiente em diferentes 

países. 

 Brasil Colômbia EUA (EPA) Europa 

Ar  0,04 (mg/m3) 0,025 (mg/m3) 0,0003 (mg/m3) 0,025 (mg/m3) 

Água Potável 0,001 (mg/L) 0,001 (mg/L) 0,002(mg/L) 0,002 (mg/L) 

Solo 0,5 (mg/kg) NC 0,087 (mg/kg) 0,3(mg/kg) 

Fonte: Adaptado OPAS 2011. NC: não consta 



25 

 

 O consumo de peixes é a principal rota de exposição ao MeHg na população humana, 

diante disso, a Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda uma ingestão diária ou 

semanal de Hg ou MeHg de até 5µg/kg/peso corporal para o Hg total e de 1,6 µg/kg/peso 

corporal para MeHg (WHO, 2008). A EPA sugere uma dose de referência diária de 0,3 

µg/kg/dia para o HgCl2 e para MeHg de 0,1 µg/kg/dia. Países como a Holanda e EUA 

admitem o consumo semanal de MeHg de até 0,7 µg/kg/peso corporal, no Japão este valor é 

de 2 µg/kg/peso corporal. Já na comunidade europeia e no Brasil, adotam o consumo máximo 

de pescado (MeHg) de 1mg/kg (OPAS, 2011). 

Em todos os países que compreendem a região Amazônica, a exposição ao Hg é um 

grave problema de saúde pública, devido ao consumo de peixes oriundo de um ecossistema 

contaminado por uso do Hg na atividade de mineração do ouro (AMARO et al., 2014). Desde 

a década de 80 estudos veem alertando e aumentando a preocupação acerca dos impactos 

ocasionados pela atividade garimpeira nessa região (LACERDA; PFEIFFER, 1992).  

No Peru, níveis elevados de Hg no cabelo foram encontrados na comunidade de 

Boca Amigo (média de 36 μg/g), onde uma das principais atividades ocupacionais é a 

extração artesanal do ouro (LANGELAND et al., 2017). Na Colômbia, esses valores de Hg no 

cabelo oscilaram entre 0,31 a 24,87 μg/g, com média de 3,28 μg/g (NARVÁEZ et al., 2017).  

No Brasil, recente estudo indicou níveis alarmantes de Hg em habitantes perto da 

barragem de Tucuruí - Pará, 57% dos participantes apresentaram ≥ 20 μg/g de Hg total no 

cabelo (ARRIFANO et al., 2017). Em São Paulo - SP, adultos que consomem peixe mais de 

uma vez por semana apresentaram maior concentração sanguínea de Hg (2,1μg/L) do que os 

que não consomem este alimento (0,9μg/L) (TAKEDA et al., 2017). Além disso, a presença 

de metais pesados no rio Doce, proveniente em grande parte do maior desastre ambiental que 

o país já teve, o rompimento das barragens de rejeitos da mineradora Samarco, em 

Mariana/MG em 2015, contaminou os peixes da região, e ainda hoje segue com repercussões 

diretas na sobrevivência da tribo indígena krenak e abastecimento de água da população 

envolvida (FIOROTT; ZANETI, 2017).  

Na Europa, estudo realizado em 17 países, incluindo Espanha, Portugal, Reino Unido 

e Alemanha, as concentrações de Hg no cabelo variaram de 0, 2 - 1,1 µg/g (CASTAÑO et al., 

2015). Podemos destacar a Espanha, que está entre os países com o maior consumo per capita 

de peixe do mundo (FAO, 2014) e apresenta os níveis mais altos do Hg no sangue (7,9µg/L) 

no continente europeu (MORENO-ORTEGA et al., 2017). 
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Sobre o uso de amálgama dentária, existem estudos indicando uma concentração de 

Hg inorgânico no sangue cerca de 4 μg/L em indivíduos que fazem uso de restauração de 

amálgama (VAMNES et al., 2000), e de 2,55 μg/L de Hg total em indivíduos com cerca de 

19,9 superfícies de amálgama (KINGMAN et al., 1998). A EPA (1997) estima que cada 

amálgama libere de 3 a 17 μg de vapor de Hg por dia. No Brasil não há normas sobre os 

limites admissíveis ao uso de Hg em pessoas que possuem restauração com amálgama 

dentária, como também aos dentistas e auxiliares que realizam esse procedimento. 

De maneira geral, os limites biológicos seguros para pessoas não expostas ao Hg, 

segundo a OMS, variam entre 5 a 10 µg/L no sangue, na urina 50 µg/g de creatinina e no 

cabelo de 7 µg/g (OPAS, 2011). Porém, a EPA estipula uma concentração sanguínea segura 

de Hg de até 5,8 ng/ml, valor significativamente menor que o determinado pela OMS 

(WIGGERS et al., 2008). Já o National Research Council (NRC) identifica 2 μg/L como a 

concentração sanguínea média para populações com pouco ou nenhum consumo de peixe nos 

EUA (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2000). A Tabela 2 expõe de maneira resumida 

os limites biológicos aceitáveis de Hg total no Brasil, Colômbia, EPA e a OMS (OPAS, 

2011). 

Tabela 2. Limites Biológicos aceitáveis de exposição ao Mercúrio em diferentes países e 

órgãos reguladores. 

 Brasil Colômbia EPA (EUA) OMS 

Sangue 5 a 10 µg/L ≤ 20 µg/L 5,8 x 10-6µg/L 5 a 10 µg/L 

Urina 50 µg/g ≤ 50 µg/L NC 50 µg/g 

Cabelo 7 µg/g ≤ 5 µg/g NC 7 µg/g 

Fonte: Adaptado OPAS 2011 - NC: não consta 

 

1.2 Toxicidade do Hg e principais sistemas envolvidos 

O mecanismo tóxico do Hg é amplo. Ao ser absorvido no organismo, atravessa 

várias barreiras celulares, como epitélio estratificado da pele, endotélio capilar, alvéolo e trato 

gastrointestinal (AZEVEDO, 2003).  

O Hg elementar é solúvel em lipídios, o que lhe permite atravessar membranas 

celulares e as suas vias de absorção são: respiratória, o que leva a sérios problemas 
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pulmonares; trato gastrointestinal, pouca absorção e eliminação quase total pelas fezes e a 

pele, que acarreta dermatite de contato (GONZALEZ-RAYMAT et al., 2017). Além disso, 

esta forma de Hg difunde-se rapidamente pela membrana alveolar, entra na corrente 

sanguínea e fixa-se nos eritrócitos. Devido sua ausência de carga elétrica e poder de difusão, o 

Hg elementar atravessa facilmente a barreira hemato-encefálica e placentária, entre outros 

órgãos (BERNHOFT  2012; GONZALEZ-RAYMAT et al., 2017).  

A exposição do Hg inorgânico pode ocorrer pela oxidação do Hg elementar, 

desmetilação do MeHg ou diretamente ao HgCl2. Sua maior absorção é através do trato 

gastrointestinal principalmente pela ingestão de água contaminada (CASTILHOS, 2015) 

sendo necessária a sua transformação em complexos solúveis (AZEVEDO, 2003). Em contato 

com a pele, sua absorção põe em risco a saúde, como já foi documentado em estudos que 

indicaram ocorrência de intoxicação por uso de cremes cosméticos contendo Hg (UNEP, 

2013). No sangue, esta forma está quase exclusivamente ligada às proteínas plasmáticas e 

suas maiores concentrações e danos são principalmente nos rins, fígado, coração, vasos 

sanguineos, glândulas endócrinas e cérebro (WIGGERS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015; 

RIZZETTI et al., 2017).  

A forma orgânica é a mais tóxica, justamente pela sua lipossolubilidade, facilita o 

seu transporte entre membranas celulares e assim bioacumula em tecidos do organismo  

(BOUJBIHA et al., 2009; HOMME et al., 2014). Na via respiratória chega a 80% absorção, 

entretanto é na via trato gastrointestinal, pela ingestão de alimentos contaminados, sua maior 

via de absorção (SYVERSEN; KAUR, 2012). No sangue, liga-se sobretudo à hemoglobina; 

em geral sua distribuição leva cerca de cinco dias para atingir um equilíbrio e a maior parte 

fixa-se no cérebro, fígado e rins (CLARKSON; MAGOS, 2006; BERNHOFT 2012).  

As vias urinárias e fecal são as mais importantes na eliminação do Hg, além da 

excreção pelas glândulas mamárias, glândulas sudoríparas e salivares e pele (BERNHOFT, 

2012). A meia-vida do Hg elementar é de 35 a 90 dias, o Hg inorgânico de 29 a 50 dias, 

enquanto que o Hg orgânico pode apresentar meia-vida de 50 a 70 dias (AZEVEDO, 2003). 

Embora a maior parte do Hg absorvido seja eliminada entre 60 a 90 dias (WHO, 2008), há 

riscos de acúmulos detectáveis no organismo por meses e anos (CLARKSON; MAGOS, 

2006).   

A toxicidade do Hg nos diversos sistemas é em grande parte atribuída à sua 

capacidade de aumentar o estresse oxidativo (EO) (STOHS; BAGCHI, 1995; BRANDÃO et 
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al., 2008). O EO é uma condição que reflete num desequilíbrio entre o aumento de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), como o radical hidroxil (OH•), o ânion superóxido (O2•) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e a redução da capacidade das defesas antioxidantes 

intermediar ou reparar o dano resultante das EROs (AGARWAL et al., 2014). Por este metal 

possuir alta afinidade com grupamentos tióis (SH) das células, o mesmo favorece a redução 

dos níveis enzimáticos e não enzimáticos, como por exemplo superóxido dismutase, catalase, 

glutationa redutase, glutationa peroxidase e glutationa o que confere uma menor proteção 

celular em relação ao EO (RIBAROV; BENOV, 1981) e provoca interferência com o 

processo de fosforilação oxidativa e balanço osmótico (RAO et al., 2008).  

Além disso, o Hg pode aumentar o EO através da sua participação na reação de 

Fenton, provavelmente por ocupar o sítio do ferro na reação, que culmina com a produção de 

radical hidroxil (OH•), que é altamente lesivo (CAMPOS; YOSHIDA, 2004). Assim, de 

acordo com os níveis de concentrações presentes no organismo, o Hg pode desnaturar 

proteínas, inativar enzimas e alterar a atividade celular e ainda modificar as membranas 

celulares com prejuízos as suas funções (SYVERSEN; KAUR, 2012; RUBINO, 2015). 

O sistema nervoso central é o principal órgão alvo do Hg (ARRIFANO et al., 2017). 

Os sintomas de intoxicação incluem alteração de coordenação motora, disfunção visual e tátil, 

paralisia, desequilíbrio, espasticidade e tremor (YOSHIDA et al., 2016). Estudos apontam o 

Hg como fator de risco para a doença de Alzheimer (ARRIFANO et al., 2017) e há relato de 

comprometimento do sistema nervoso periférico em indivíduos expostos ao Hg, associado a 

uma diminuição da velocidade de condução nervosa, degeneração axonal e alterações 

desmielinizantes características de neuropatia periférica (KINGMAN et al., 2005). As 

exposições crônicas em altas doses também podem afetar memória, intelecto e audição (HU et 

al., 2017). A exposição pré ou pós-natal ao MeHg pode levar a ocorrência de graves 

alterações neurológicos em crianças (ASK et al., 2002) e o sistema nervoso em 

desenvolvimento é mais vulnerável a toxicidade e os efeitos podem ser observados a longo 

prazo (WHO, 2007; GRANDJEAN; LANDRIGAN, 2006). 

Os rins são os principais órgãos alvo de acumulação de Hg após exposição a forma 

elementar e inorgânica (LI et al., 2010; HALEEM et al., 2012). A exposição aguda ao Hg 

favorece a redução da atividade da enzima ácida δ-aminolevulínico desidratase renal e um 

aumento nos níveis de creatinina sérica e de uréia, indicando comprometimento da função 

renal (MESQUITA et al., 2016). Além disso, foi reportado alterações de proteínas, DNA, 

estresse oxidativo, peroxidação lipídica no tecido renal após exposição aguda ao Hg 
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inorgânico, evidenciando a nefrotoxicidade desencadeada pelo metal (APAYDIN et al., 

2014). Estudos realizados em ratos, expostos cronicamente ao Hg inorgânico resultaram em 

esclerose glomerular, necrose tubular aguda e fibrose intersticial (HALEEM et al., 2012).  

Estudos prévios relataram associação da exposição ao metal com maior risco de 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares como hipertensão arterial, maior risco de 

infarto do miocárdio, aterosclerose e disfunção coronariana (VIRTANEN et al., 2007; 

GENCHI et al., 2017). O efeito do Hg no sistema cardiovascular, a exemplo de outros 

sistemas é dose-dependente. Em baixas concentrações o Hg tem efeito inotrópico positivo e 

em altas concentrações atua deprimindo a contratilidade cardíaca (VASSALLO et al., 1999; 

DA CUNHA et al., 2000; VASSALLO et al., 2011). A exposição crônica a baixas doses de 

Hg inorgânico causa disfunção endotelial secundária ao aumento do estresse oxidativo e dos 

prostanóides contráteis da via da ciclooxigenase-2, aumento da resposta contrátil à fenilefrina, 

redução das defesas antioxidantes e redução da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) 

(WIGGERS et al., 2008; PEÇANHA et al., 2010; FURIERI et al., 2011) e, agentes 

antioxidantes podem reverter parcialmente essa disfunção endotelial (RIZZETTI et al., 

2017b). 

O Hg pode afetar órgãos reprodutores feminino e masculino (HEATH et al., 2012; 

KALENDER et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015). A exposição crônica ao Hg favorece ao 

aumento no número de abortos espontâneos, natimortos e malformação congênita dos fetos 

em humanos (LAPHAM et al., 1995; WRIGHT et al., 2015). Em mulheres com elevadas 

concentrações de Hg no cabelo (10,8 ppm), onde os limites aceitais é de 1ppm (EPA), 

apresentaram redução no número de folículos e oócitos (WRIGHT et al., 2015), além da sua 

associação à dificuldade de fecundação e diminuição do número de gestações (RATTAN et. 

al., 2017). O Hg pode afetar as funções testiculares espermatogênicas e esteroidogênicas 

(BOUJBIHA et al., 2009), ocasiona dano ao DNA espermático, assim como interferência no 

desenvolvimento de células germinativas (ABARIKWU et al., 2016; ZHOU al., 2016). 

Também é considerado um desregulador endócrino (PENA et al., 2009; KALENDER et al., 

2013; ABARIKWU et al., 2016), promove alterações hormonais, o que acarreta em 

perturbações menstruais, infertilidade, efeitos teratogênicos, redução das ovulações, além de 

redução da contagem, alteração na morfologia espermática tanto em humanos e como em 

animais,  diminuição  dos níveis de testosterona e aumento do estresse oxidativo (ARABI; 

HEYDARNEJAD, 2007; QIAO et al., 2013; MARTINEZ et al., 2014b; ZHANG et al., 2016). 
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Embora muitos sitemas sejam afetados pela exposição ao Hg, o conhecimento acerca 

de seu efeito sobre o sistema reprodutor em animais e humanos bem como os mecanismos 

envolvidos desta toxicidade ainda permanecem pouco conhecidos. 

 

2  Espermatozoide e o seu papel na fertilização  

Para melhor contextualização dos efeitos do Hg no gameta masculino, segue um breve 

resumo sobre a estrutura e função do gameta masculino. O espermatozoide é uma célula 

altamente especializada cuja função é fertilizar o oócito (CARVALHO et al., 2002). 

Conforme ilustração da Figura 1, visualizamos sua divisão em três partes principais: cabeça 

(armazenamento genético), colo (fornece energia aos movimentos flagelares) e cauda ou 

flagelo (atividade locomotora), que é subdividido em porção média, principal e final, 

recoberto por uma membrana plasmática comum (plasmalema) (SINGH, 2006; 

GONÇALVES, 2008). 

 

 

Figura 1. Representação do espermatozoide humano - adaptado de Carvalho et al., 2002. 

  

A cabeça é composta pelo o núcleo haplóide (43% DNA e 57% de proteínas) e o 

acrossoma que é uma membrana dupla que envolve parte anterior do núcleo e que se estende 

até dois terços do núcleo, dividido em segmentos apical, principal e equatorial e composta por 

glicoproteínas e enzimas lisossômicas essenciais a penetração no oócito durante a fecundação 

(GUIMARÃES, 2013).  O colo está situado entre a cabeça e peça intermediária da cauda 

(engloba o centríolo e a gota citoplasmática) (SINGH, 2006). A região da cauda entre o colo e 
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ânulo é chamada de peça intermediária, contém um par de microtúbulos centrais e nove pares 

microtúbulos duplos dispostos simetricamente e por uma bainha mitocondrial que a reveste. 

Essa bainha mitocondrial é rica em lipídeos e contém o sistema citocromo do espermatozoide 

(GONÇALVES, 2008). 

A peça principal é a parte inferior ao anel terminal até quase o final da cauda, contém 

adenosina trifosfato (ATP) armazenada e pares de microtúbulos contráteis ao longo de todo o 

seu comprimento. Já a peça terminal é desprovida de bainha fibrosa (GUIMARÃES, 2013).   

A fertilização é um processo que se inicia com o contato entre o espermatozoide e o 

oócito e finaliza com a fusão do material genético contido nestes gametas (CARVALHO et 

al., 2002). Ela envolve a ativação do oócito pelo o espermatozoide (GORDON, 2003), entre-

tanto o espermatozoide necessita sofrer modificações funcionais e estruturais para ser capaz 

de fertilizar o oócito (CRISCUOLO et al., 2010). 

Ao sairem no ejaculado, dentro do oviduto, eles passam pelo processo final de 

maturação, chamada de capacitação, tornando-se aptos para reação acrossômica (AGARWAL 

et al., 2014),  caracterizada pela fusão entre a membrana plasmática e a acrossomal externa, 

que resulta em formação de vesículas e permite a liberação de enzimas do conteúdo 

acrossômico e irão possibilitar a penetração do espermatozoide no oócito (CARVALHO et 

al., 2002; BARROSO et al., 2009). Após sua penetração, ocorre a  fusão do espermatozoide 

com a membrana plasmática do oócito. Com esta fusão,  o oócito é ativado, levando a 

despolarização da membrana plasmática, aumento das oscilações de Ca2+ intracelular, entre 

outros fatores que irão permitir a finalização da meiose II, e consequentemente a formação do 

zigoto e início da clivagem (GORDON, 2003). 

Além disso, as enzimas liberadas durante a reação cortical também provocam 

modificações na zona pelúcida (ZP), levam ao seu “endurecimento” e à inativação dos 

receptores. A partir dessas alterações, denominadas “reações zonais”, induz o impedimento, 

na maioria das espécies, da penetração de outro espermatozoide no oócito, evitando assim a 

polispermia (CARVALHO et al., 2002). 

 

2.1     Toxicidade do Hg no espermatozoide e infertilidade masculina  

De acordo com a OMS, 15% a 25% dos casais buscam tratamento médico para 

melhorar suas chances de fertilização, em aproximadamente metade desses casos, o fator 
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masculino é a causa da infertilidade (WHO, 2010; AGARWAL et al., 2014). A infertilidade é 

definida como "a incapacidade de conceber após 12 meses de relações sexuais desprotegidas, 

antes de uma investigação realizada a menos que o histórico médico e os achados físicos 

indiquem a avaliação e tratamento anteriores" (ASRM, 2004).  

A incidência de infertilidade masculina está aumentando e tem se relacionado com a 

alteração na concentração, motilidade e/ou morfologia espermática, presente pelo menos em 

uma amostra de duas análises, coletadas entre uma a quatro semanas de intervalo 

(AGARWAL et al., 2014). Recente pesquisa indicou uma considerável redução na contagem 

espermática em homens de diferentes partes do mundo (América do Norte, Europa e 

Austrália) entre os anos de 1973 a 2011, com um declínio de 50 a 60% (LEVINE et al., 2017), 

demonstrando ser um problema crescente de saúde pública (WHO, 2010; BERGAMO et al., 

2016). 

Fatores ambientais tem cada vez mais sido relacionados ao crescente aumento da 

infertilidade, especialmente a infertilidade masculina por alterar características fundamentais 

dos gametas masculinos (DA SILVA et al., 2017). Neste contexto, há evidências de que o Hg 

se acumula e ocasiona danos nos órgãos reprodutores feminino e masculino, principalmente 

nos ovários, testículos e próstata (KALENDER et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016; 

MARTINEZ et al., 2016). O Hg induz alteração no eixo hipotálamo-hipófise, com prejuízo da 

dinâmica hormonal necessária à ocorrência da espermatogênese (OSHIO; GUERRA, 2009), 

redução nos níveis de testosterona, perda de libido e disfunção erétil (SILVA et al., 2011) 

e/ou afeta diretamente a espermatogênese, que resulta em prejuízo da qualidade do sêmen 

(SILVA et al., 2011; MENDIOLA et al., 2011). 

Estudos realizados em ratos demonstraram que a exposição crônica a baixas doses de 

Hg ocasiona danos funcionais e estruturais, como a redução no número de espermatozoides 

no testículo e epidídimo, na produção diária espermática, na motilidade espermática, aumento 

do número de anormalidades morfológicas de cabeça e cauda e perda de integridade de 

membrana espermática (HEATH et al., 2012; MARTINEZ et al., 2016; RIZZETTI et al., 

2017). 

O Hg pode ter relação com prováveis efeitos deletérios da motilidade espermática, 

parâmetro de grande relevância para analisar a capacidade fecundante do espermatozoide 

(COX et al., 2006). Arabi e Heydarnejad (2007) evidenciaram danos na motilidade de 

espermatozoides humanos expostos por 2h in vitro a doses elevadas (100 a 800µM) de Hg 
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inorgânico. Resultados similares foram encontrados também em humanos, com doses 40 e 

20µM de Hg inorgânico, houve uma total imobilidade após 1,5h de exposição (ERNST; 

LAURITSEM, 1991), essas alterações preocupam e levantam o questionamento acerca das 

repercussões deste metal em doses as quais o homem pode estar exposto. Uma vez que cada 

vez mais é evidente a possível participação do Hg no crescente aumento dos casos de 

infertilidade masculina. Estudos em Hong Kong relataram que mais de um terço dos homens 

que fazem tratamento para fertilização apresentam concentrações elevadas de Hg no sangue 

(HEATH et al., 2012) e, recente investigação sugeriu que a exposição ambiental a este metal 

pode estar associada ao aumento do dano do DNA de espermatozoides provenientes de 

homens em tratamento fértil (ZHOU et al., 2016). 

Um das hipóteses apontadas como mecanismo de toxicidade do Hg para induzir dano 

ao gameta masculino é o aumento do EO (BOUJBIHA et al., 2009; MUTHU; 

KRISHNAMOORTHY, 2012; KALENDER et al., 2013). Ensaios in vitro em altas doses de 

Hg, utilizando espermatozoides de coelhos e ratos, confirmam essa hipótese e demonstram 

que a exposição ao metal repercute negativamente na função espermática e aumenta níveis de 

marcadores de EO (RAO et. al, 2008; SLIVKOVA et al., 2010).  

Soma-se a esta hipótese apontada o aumento nos níveis de EROS devido à redução 

de antioxidantes no citoplasma espermático pela perda de parte de sua membrana durante o 

processo de maturação espermática, perdendo assim, seus antioxidantes endógenos e ficando 

vulnerável à ação de EROs (CARVALHO et al., 2002). Assim, a redução de antioxidantes 

endógenos e a presença do Hg no plasma seminal favorece a ação de EROs e, tem sido rela-

cionada com a toxicidade induzida pelo metal (BOUJBIHA et al., 2009; MUTHU; KRISH-

NAMOORTHY, 2012; KALENDER et al., 2013).  

Pequenas quantidades de EROs são necessárias ao sistema reprodutor masculino, 

pois estimula a capacitação, hiperativação, reação acrossomal e a fusão de oócitos (AGAR-

WAL et al., 2003), no entanto, o seu excesso danifica a viabilidade e a função deste gameta 

(AGARWAL et al., 2014). Altos níveis de EROS induz a lesão da membrana plasmática do 

espermatozoide, que por sua vez reduz a mobilidade espermática, sua capacidade de se fundir 

com o oócito e pode danificar diretamente o seu DNA, comprometendo a contribuição genô-

mica paterna ao embrião (ZAFAR et al., 2014). Esses danos ao DNA induzidos por EROS 

também podem resultar em crescimento embrionário defeituoso, morte embrionária precoce e 

aborto (AGARWAL et al., 2017). 
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Embora estudos prévios indiquem a toxicidade do Hg nos espermatozoides, ainda há 

controvérsias (BUCK LOUIS et al., 2012). Recente trabalho realizado pelo departamento de 

saúde ambiental da Escola de Saúde Pública da Universidade de Harvard, Massachusetts 

(EUA) indicou não haver danos espermáticos em homens que apresentam níveis elevados de 

Hg e que consomem peixe mais de duas vezes por semana (MÍNGUEZ-ALARCÓN et al., 

2017). Os autores apontam o consumo de pescado como fonte de ácidos graxos 

poliinsaturados (ômega 3), como fator protetor podendo ainda, beneficiar diretamente 

parâmetros de qualidade do sêmen (SAFARINEJAD, 2011; ATTAMAN et al., 2012). Demais 

estudos sugerem que as alterações de morfologia e motilidade são correlacionadas com o Hg 

apenas quando este é medido diretamente no plasma seminal, e não baseado nos níveis 

encontrados no sangue (CHOY et al., 2002b; MEEKER et al., 2008). Neste sentido, podemos 

identificar a necessidade de estudos in vitro no gameta masculino que possam esclarecer os 

possíveis efeitos da exposição ao Hg em concentrações encontradas no líquido seminal de 

indivíduos expostos a este metal. 

 

3 Uso de modelo bovino 

A escolha do uso de espermatozoides bovinos para avaliação da toxicidade do Hg 

pode auxiliar a identificação dos efeitos espermáticos e as suas possíveis repercussões na 

capacidade fecudante durante a fertilização in vitro (FIV). Estudos prévios indicam que os 

testes com gametas bovinos, associados a procedimentos de maturação e fertilização in vitro 

são os mais adequados para prever os riscos ocasionados por metais pesados na fertilidade de 

mamíferos justamente porque esses procedimentos de avaliação são rotineiramente aplicados 

para assistência reprodutiva na criação de animais com alto grau de sucesso (LAZARRI et al., 

2008; TESSARO et al., 2015). 

De fato, o modelo bovino é considerado um instrumento valioso para desvendar 

eventos tóxicos reprodutivos em seres humanos, devido às semelhanças entre essas duas 

espécies, se comparados à animais comuns usados em testes experimentais, como os ratos e 

camundongos (LAZARRI et al., 2008; SANTOS et al., 2014; LANGBEEN et al., 2015). 

Essas similaridades quanto à morfologia, período de maturação dos oócitos, assim como o 

tempo para atingir o estágio de duas células e blastocistos (SANTOS et al., 2014), podem 

auxiliar na mimetização e consequente conhecimento dos efeitos toxicológicos do Hg sobre a 

fertilidade masculina humana. 
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Outra característica importante reside no fato do sêmen bovino ter um alto grau de 

homogeneidade celular, é imediatamente acessível, pode ser armazenado facilmente por um 

longo período de tempo e a sua obtenção a partir de inseminação artificial (HINSCH et al., 

1997). Apresenta fácil replicabilidade nos ensaios toxicológicos, pois as alíquotas de 

espermatozoides criopreservados permitem a repetição de testes de controle, bem como 

diferentes ensaios usando o mesmo grupo de ejaculados em diferentes momentos ou em 

vários laboratórios (HINSCH et al., 1997). 

Além disso, o aumento dramático no número de animais necessários para testes de 

toxicidade reprodutiva impõe a validação de métodos alternativos para reduzir o uso de 

animais de laboratório (SANTOS et al., 2014; TESSARO et al., 2015). O modelo bovino 

representa um método promissor para evitar transtornos com custos operacionais de animais e 

éticos, uma vez que os oócitos bovinos podem ser coletados de ovários de abatedouros, 

órgãos que geralmente são descartados quando estes animais são direcionados para a cadeia 

de produção alimentar (LAZARRI et al., 2008; SANTOS et al., 2014; LANGBEEN et al., 

2015). 

Ainda que os efeitos do Hg no sistema reprodutor masculino sejam melhor 

esclarecidos, para nosso conhecimento, não há estudos avaliando diretamente a qualidade e a 

capacidade fértil de espermatozoides bovinos expostos ao Hg, principalmente em 

concentrações que partem de níveis de exposição humana ao metal. Assim, torna-se 

necessário detectar a sua toxicidade nesse modelo aqui proposto. 
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4 JUSTIFICATIVA 

Durante as últimas décadas, o aumento de distúrbios do sistema reprodutor e o 

comprometimento da capacidade fértil masculina em diferentes partes do mundo aumentaram 

a preocupação acerca do envolvimento de fatores ambientais e ocupacionais nesse importante 

parâmetro de saúde humana. Dentre os contaminantes ambientais, que podem contribuir para 

isto, o Hg é um metal pesado tóxico e bioacumulativo persistente de preocupação global, uma 

vez que suas emissões antropogênicas e naturais ainda representam alto risco para a saúde. A 

exposição humana ao Hg ainda é alta, mesmo com as recomendações das agências 

reguladoras internacionais. 

Estudos em humanos apontam prejuízos promovidos pelo Hg no sistema reprodutor, 

porém esses achados apresentam discrepâncias. Em modelos animais experimentais, há 

maiores evidências da ação danosa deste metal, no entanto a maioria utiliza altas doses de Hg, 

não mimetizando doses similares de exposição humana ao metal. Adicionado a isso, não há 

estudos prévios que avaliem a qualidade espermática e a sua capacidade de fertilização em 

espermatozoides bovinos expostos ao Hg em baixa dose. 

Diante desse cenário sobre a infertilidade masculina e as repercussões deletérias que 

o Hg pode acarretar na saúde humana e animal, faz-se necessário avaliar os efeitos da 

exposição ao Hg em baixas concentrações in vitro sobre características espermáticas e 

capacidade de fertilização de espermatozoides, para que possamos melhor esclarecer os 

efeitos específicos do metal sobre a célula progenitora masculina. 
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5 OBJETIVO  

 

5.1 Geral  

Investigar os efeitos da exposição a diferentes concentrações de cloreto de mercúrio 

sobre espermatozoides bovinos e sua capacidade fecundante na fertilização in vitro (FIV).  

 

5.2 Específicos  

- Identificar se a exposição ao HgCl2 nas concentrações de 8nM, 8µM e 80µM são capazes de 

alterar motilidade, morfologia e integridade da membrana plasmática dos espermatozoides 

bovinos; 

- Verificar se o tempo de exposição ao HgCl2 influencia diretamente nos parâmetros cinéticos 

espermáticos; 

- Avaliar se os possíveis efeitos da exposição ao HgCl2 estão relacionados às alterações nos 

marcadores de estresse oxidativo em gametas masculinos; 

- Investigar se as possíveis alterações espermáticas promovidas pelo HgCl2 são capazes de 

interferir na capacidade de fertilização. 
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Abstract 

The highlighted reduction in human sperm quality over the last years points to a raised 

role of environmental contaminants. The effects of mercury (Hg) exposure at low levels 

directly on male gametes and fertility capacity are unknown. Here in, we have investigated 

the impact of Hg exposure at different levels on sperm quality and fertilization capacity, using 

bovine sperm as a model. For that, sperm were divided and incubated for 0.5h, 1h and 2h, as 

follow: i) Control: without Hg exposure; ii) Hg8nM: Hg at 8nM; iii) Hg8μM: Hg at 8μM and; 

iv) Hg80μM: Hg at 80μM. Sperm kinetics, morphology, sperm membrane integrity, reactive 

oxygen species (ROS), lipid peroxidation, total antioxidant capacity and, the in vitro 

fertilization (IVF) were analyzed. Hg exposure at low levels decreased sperm kinetic 

parameters such as progressive and total motility, curvilinear velocity, straight-line velocity, 

the straightness and hyperactivity, reduced the number of sperm with normal morphology and 

impaired the sperm membrane integrity. Hg at the 8μM and 8nM increased ROS and lipid 

peroxidation levels, decreased the antioxidant capacity and, Hg at 8μM was able to impair the 

fertilization rate of male gametes. Our study shows that low levels of Hg increase oxidative 

stress, alter sperm membrane integrity and quality, which then impair sperm fertility capacity. 

Keywords: mercury; reproductive toxicology; sperm quality bovine; in vitro fertilization; 

oxidative stress. 

 

Introduction 

The decline on sperm count among men from different parts of the world suggests the 

male infertility as a burgeoning health problem of this century and highlights the involvement 

of environmental factors in this phenomenon [1, 2].  

Mercury (Hg), a widespread environmental contaminant, has been identified as a 

hazard to the male reproductive system [3 - 5]. Even with the well-known risks, humans are 
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continuously exposed to Hg through several sources, mainly by the seafood consumption [6]. 

The possible relation between male infertility and Hg exposure was already suggested. In 

Hong Kong, elevated levels of Hg in blood were found among male partners of infertility 

couples [7].  

 Hg exposure is related to several health problems which are dependent on exposure 

factors such as chemical form, time, dose and route of exposure [8, 9]. In the male 

reproductive system, Hg exposure has been related with impaired sperm motility and normal 

morphology in experimental animals [5, 10, 11]. 

 Among the suggested mechanisms by which Hg can impair sperm quality, the 

endocrine disruption and increased oxidative stress are the most postulated [3, 4, 12]. 

Particularly, the spermatozoa cells are very susceptible to oxidative damage. In excess, 

reactive oxygen species (ROS) can impair sperm membrane and, consequently, sperm 

motility and the ability to do the oocyte fusion [4, 13].  

  Even with the current knowledge regarding Hg and male reproductive system, the 

effects of low levels of Hg directly on male gametes and consequently, their fertility capacity 

are unknown. Moreover, besides the suggested oxidative stress involvement, the underlying 

mechanisms by which Hg can impair the sperm cells are not fully understood [3, 7, 14]. 

Therefore, the present study aimed to investigate the impact of different levels of HgCl2 on 

sperm quality and fertility capacity, using the bovine sperm as an experimental model. Also, 

we have investigated the redox status on male gametes after Hg exposure.  

Materials and Methods 

Drugs and reagents 

HgCl2 was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Salts and reagents 

were of analytical grade obtained from Sigma and Merk (Darmstadt, Germany). 
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Experimental design 

 For the experiment I (5 replicates), semen from two Bos taurus taurus bulls were used 

and all of samples (0.5 mL straws) were from the same commercial batch. The samples were 

homogenized and the sperm selected by the method of discontinuous gradients of Percoll. To 

verify the effects of Hg on male gametes, sperm were divided and incubated for 0.5h, 1h and 

2h at 37°C in SP-TALP medium, as follow: i) Control: without HgCl2 exposure; ii) Hg8nM: 

HgCl2 at 8nM; iii) Hg8μM: HgCl2 at 8μM and; iv) Hg80μM: HgCl2 at 80μM. After, sperm 

quality parameters such as motility, vigor, sperm kinetics, morphology and sperm membrane 

integrity as well as oxidative stress biomarkers: ROS, lipid peroxidation and total antioxidant 

capacity, were determined.  

According to the results obtained in experiment I, the fertilization capacity of the 

exposed sperm was analyzed in experiment II (4 replicates). For that, bovine oocytes were 

matured for 24h and, after 18h of co-incubation with sperm (final sperm concentration, 2x106 

spermatozoa/mL) the potential zygotes were examined by epifluorescence. 

Sperm selection procedures 

An isotonic Percoll solution was used for the preparation of 90, 60 and 30% solutions 

with modified Talp-Fert media [15].  The Percoll density gradient was created by layering 300 

µL of each solution into a 1.5 mL tube, starting with the 90% Percoll solution in the bottom of 

the microtube. On the top of the gradient, 300 µL of thawed semen was layered, and the tubes 

were centrifuged for 5 min at 2200 × g [16]. The pellets were re-suspended in 300 µL of Talp-

Fert media and centrifuged again for 1 min at 2200 x g. The samples were submerged in 

different concentrations of Hg (8nM, 8μM and 80μM) and Control during 0.5h, 1h or 2h. 

After, the sperm and biochemical parameters were analyzed (the final concentration of 

spermatozoa was 4x106). 
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Next, the pellets were re-suspended in the IVF medium and the final concentration 

was adjusted to 2 × 106 spermatozoa/mL. 

Assessment of sperm quality parameters 

Sperm motility and vigor 

The sperm motility and vigor were assessed immediately after thawing and processing. 

An estimation of the percentage of progressively motile cells was performed at 

100xmagnification. These evaluations were performed by the same examiner unaware of the 

examined group [17].  

Sperm kinetics 

Sperm kinetics was evaluated by the Computer Assisted Semen Analysis (CASA) 

system fitted with the Sperm Class Analyzer (SCA) software (Version 5.1; Microptic, 

Barcelona, Spain). The following parameters were analyzed: total motility (%), progressive 

motility (%), straight-line velocity (mm/s), curvilinear velocity (mm/s), average path velocity 

(mm/s), straightness (%), linearity (%), amplitude of lateral head displacement (mm), tail beat 

frequency (Hz), and hyperactivity (sperm with rapid movement; %). 

Membrane integrity 

The functional integrity of the bovine sperm membrane was determined using the 

hypoosmotic-swelling test (HOS) as described by Lomeo and Giamberso [18]. The assay was 

performed by mixing 10 µL of semen with 50 µL of hypoosmotic solution (100 mOsm) and 

incubating this mixture at 37ºC for 40 min. A total of 1000 cells per group were evaluated in 

at least five different fields under 400x magnification. The calculation followed the reactive 

forms formula: HOS = (% change from the tail region after HOS test) - (% change in the tail 

region before the HOS test) [19]. Spermatozoa with changes were denoted as swelled or HOS 

positive (HOS+).   
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Morphology and sperm concentration 

To assess the sperm morphology and their concentration, the semen samples were 

diluted (1:20) in 95μL of formaldehyde solution.  

A 10 µL aliquot of fixed sperm suspension was placed on a microscope slide, overlaid 

with a coverslip and permitted to settle in a humidified chamber for 2 min. A total of 1000 

spermatozoa (each group) were assessed and the proportion of abnormal forms in each sample 

was determined using phase-contrast microscopy (1000×). The defects were classified as: 

non-compensable (major) and compensable (minor), based on a method described by Barth 

and Oko [20].  

The sperm count was performed in a hematimetric Neubauer chamber under 400x 

magnification. Spermatozoa in 10 of the 25 squares were counted, with each square 

measuring 0.04 mm2 (volume = 0.004 mm3, with a height of 0.1 mm). The results were 

converted to a concentration of sperm per mL by multiplying the number of sperm counted in 

five squares by 0.5 × 106.  

Reactive Oxygen Species (ROS) levels 

ROS levels were assessed spectrofluorometrically using 2,7- dichlorofluorescein 

diacetate (DCFH-DA) as a probe as previously described [21]. The sample (S1) was diluted 

(1:10) in 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) and the DCHF-DA (1mM) was added to the medium. The 

DCHF-DA is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to form nonfluorescent 

DCFH, which is then rapidly oxidized to form highly fluorescent 20,7-dichlorofluorescein 

(DCF) in the presence of ROS. DCF fluorescence intensity is proportional to the amount of 

reactive species formed. The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 520 nm 

(with 488 nm excitation) (Spectramax M5 Microplate/Cuvette Reader, Molecular Devices, 
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Pennsylvania, USA) for 60 min at 15 min intervals. The ROS levels were expressed as 

fluorescence unit (FU). 

Lipid peroxidation  

Lipid peroxidation was evaluated by the Thiobarbituric Acid Reactive Substance 

(TBARS) assay [22]. In this procedure, an aliquot of sample was incubated with a 0.8% 

thiobarbituric acid solution, acetic acid buffer (pH 3.2) and sodium dodecyl sulfate solution 

(8%) at 95 °C for 1h, and the color reaction was measured at 532 nm (Spectramax M5 

Microplate/Cuvette Reader, Molecular Devices, Pennsylvania, USA). Results were expressed 

as nmol of malondialdehyde (MDA) per mg of protein. 

Total antioxidant capacity  

Total antioxidant capacity was evaluated by Ferric Reducing Antioxidant Power 

(FRAP) assay. The FRAP was performed according to a colorimetric method [23]. To prepare 

working FRAP reagent, acetate buffer (300 mM, pH 3.6), 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ) 

(10 mM in 40 mM HCl) and FeCl3 (20 mM) were mixed in a 10:1:1 ratio (v:v:v). After this, 

the reagent was mixed with S1. The reduction of the Fe3+-TPTZ complex to a colored Fe2+-

TPTZ complex by the samples was monitored after incubation of the samples for 15 min at 

37°C, by measuring the absorbance at 593 nm Spectramax M5 Microplate/Cuvette Reader, 

Molecular Devices, Pennsylvania, USA). Antioxidant potential of the samples was 

determined against standards of Trolox, which were processed in the same manner as the 

samples. Results are presented with particular reference to Trolox equivalents. 

In vitro maturation (IVM) and In vitro fertilization (IVF) 

Bovine ovaries were obtained at the slaughterhouse and transported to the laboratory 

in saline solution (0.9%) with antibiotics (100IU/mL penicillin and 100mg/mL streptomycin) 

at 30°C. Cumulus oocyte complexes (COCs) from 2 to 8 mm diameter follicles were aspirated 
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with a vacuum pump (vacuum rate of 20mL of water/min). The COCs were recovered and 

only oocytes with homogenous ooplasm and intact cumulus layers were selected for further 

processing. An average of groups with 23 COCs were transferred to  plates containing 400 µL 

of modified TCM 199 media with 10% estrous mare serum,  5 µg/mL of porcine follicle 

stimulating hormone, NIH-FSH-P1 (Folltropin-V, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada), 

50 µg/mL of porcine pituitary luteinizing hormone, LH-P (Lutropin-V, Bioniche Animal 

Health), 100 µg/mL of human epidermal growth factor (hEGF), and 22 µg/mL of pyruvate 

and gentamicin. For IVM, the COCs were cultured for 24h at 39°C in a gaseous atmosphere 

with 5% CO2 and saturated humidity. 

After sperm processing, samples were divided in three groups (Control, Hg8nM, 

Hg8μM) exposed for 2h and used for IVF. Droplets containing 400 µL modified Talp-Fert 

medium [24] with 22 µg/mL pyruvate, 6 mg/mL BSA, 10 µg/mL heparin, 20 µM/mL 

penicillamine, 10 µM hypotaurine and 2 µM/mL epinephrine, were prepared in a 4-well plate 

for CCO fertilization with 2 x 106 sperm/mL. The sperm and oocyte co-culture was performed 

at 39ºC with saturated humidity and a gaseous atmosphere of 5% CO2. At 18h post 

insemination, potential zygotes were stained for 15 min (1% Hoechst 33342 in PBS), washed 

with PBS containing 1 mg/mL polyvinylpyrrolidone, mounted on glass slides and examined 

under an epifluorescence microscope at 400x magnification for evidence of sperm penetration 

and fecundation. The penetration rate and the mean number of spermatozoa per penetrated 

oocyte were evaluated for each group. Normal penetration was attributed when only one 

sperm was penetrated, above that value, was considered total penetration. An oocyte was 

considered normal fertilized if it had two pro nuclei or the fusion of the nuclei, total fertilized 

if it presented more than two pro nuclei.  

Data analysis and statistics 
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Data are presented as the mean values ± SEM and as the median (Q1 – Q3). 

Differences were analyzed using ANOVA followed Bonferroni post hoc tests for parametric 

data and Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparisons test for nonparametric 

data. Values of p < 0.05 were regarded as being significantly different. 

Results 

During the phase experimental I, the subjective sperm parameters were evaluated and, 

the vigor and motility were not different between the Control and Hg8nM groups (Table 1). 

Hg exposure at the middle concentration of 8μM decreased the motility after 2h of exposure 

and, Hg exposure at the highest level of 80μM totally impaired the sperm movement and 

vigor as indicated by the immotile sperm (Table 1).  

The CASA kinetics evaluation revealed that Hg exposure for 2h at the lowest 

concentration of 8nM was able to decrease the progressive motility (Figure 1), curvilinear 

velocity, straight-line velocity and the straightness (Table 2). While Hg exposure at 8μM 

decreased the progressive and total motility (Figure 1), curvilinear velocity and hyperactivity 

(Table 2). Due to immotile sperm from group Hg80μM in the subjective evaluation, we were 

not able to evaluate this group with the CASA software.  

The effects of Hg in sperm morphology and membrane integrity were evaluated. Hg at 

the middle and highest concentrations (8μM and 80μM) impaired sperm morphology with 

reduced number of normal sperm. Moreover, Hg at 80μM increased the number of sperm with 

minor defects (Table 3). Hg at 8μM impaired sperm membrane integrity after 2h of exposure 

(Table 3 – p < 0.05 vs Control). 

The role of oxidative stress on sperm quality impairment after Hg exposure was 

evaluated. Hg at the lower and middle levels increased ROS and lipid peroxidation and 

decreased the total antioxidant capacity (Figure 2). Raising ROS production more than 50% in 
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Hg group at 8nM and 90% in 8μM in; 40% in lipid peroxidation levels in sperm exposed to 

Hg at 8nM and 60% in sperm exposed to Hg at 8μM and, the total antioxidant capacity was 

reduced almost 60% in all Hg-treated sperm (Figure 2).  

Regarding the experiment II, Hg exposure at 8μM was able to compromise the 

fertilization rates, reducing the percentage of fertilization and penetration (reduction of 24% 

compared to control) and, the percentage of total penetration and normal fertilization 

(reduction of 18.5% compared to control - Figure 3).  

Discussion 

 Our results show that the presence of low levels of Hg on sperm for a short exposure 

period are sufficient to impair sperm quality and decrease in vitro fertility capacity. Here, we 

demonstrate for the first time that sperm exposed to low levels of Hg are unable to do the 

oocyte fusion and, as expected, the Hg reproductive effects are dependent on time and dose of 

exposure. Moreover, based on our results, we can suggest that Hg first increases oxidative 

stress, impairing sperm membrane and quality which then compromise sperm fertility rates.  

 Studies on reproductive effects of Hg are numerous, however the current study is the 

first evaluating Hg exposure at 3 different concentrations on sperm quality and fertilization 

capacity, using the bovine sperm as a model, more similar to human sperm than rodents sperm 

[10, 13, 25 - 28]. Moreover, here we have seen adverse effects of Hg at the lowest 

concentration evaluated, which is lower than found in involuntarily Hg exposed individuals 

[7].  

The present findings confirm that Hg at different exposure levels can impair sperm 

quality both in vivo and in vitro [10, 12, 13, 28]. Previous studies from our group have yet 

demonstrated that Hg exposure at a level similar to human exposure impairs sperm quality 

and production per testis [5, 12, 11]. The current study have assessed the sperm quality 
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parameters using the specific software for sperm analysis SCA and, we have demonstrated 

that Hg not only decreases the sperm motility but also impairs important kinetics parameters 

such as curvilinear and straight-line velocities, straightness and hyperactivity. These 

parameters are directly associated with a successful oocyte fertilization [29], which could 

explain the failed fertilization rates found in the present study. Similarly, previous studies at 

higher exposure period (e.g.4h) or concentration levels (e.g.100 μM) have demonstrated the 

ability of Hg to inhibit rabbit sperm motility in vitro [10, 28].  

In the present study Hg impaired sperm morphology and sperm membrane integrity 

after 2h of exposure. These specific alterations have also seen in our previous in vivo reports 

on Hg reproductive effects in male rats [5, 12]. The integrity and functional activity of the 

sperm membrane are needed for the fertilization process, and assessment of membrane 

function may be a useful indicator of the fertilizing potential of the spermatozoa [30, 31].  

Arabi [13] has demonstrated a dramatic deleterious effect of Hg on sperm membrane 

(concentrations: 50 - 300 μM) and suggested that Hg can alter the organization of lipid 

elements in the sperm membrane resulting in a defective sperm.  

Among the available experimental models to investigate the effects of contaminants 

on male gametes, the bovine sperm seem to be a very relevant model since there are several 

similarities between bovine and human sperm [31, 32]. Therefore, the present study was 

designed to investigate the effects of Hg on sperm quality and its implication on fertility, 

using the bovine sperm. Here we have seen that Hg has negative impact in the fertilization 

capacity when evaluated in vitro. Specifically, sperm exposed to Hg at 8μM for 2h showed 

reduction in the penetration and fertilization rates. These effects are in accordance and should 

be, at least in part, a consequence of the sperm kinetics characteristics found, needed for a 

successful fertilization [33]. 
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This is the first study on fertilization capacity of bovine sperm in vitro, however, 

heavy metals such as cadmium are known to reduce the fertility rate in spermatozoa after Hg 

exposure at low level [34].  

Among the mechanisms of action of Hg, numerous studies suggested that Hg can 

induce ROS production and increase oxidative stress in several systems [33, 35, 36]. The male 

reproductive system is especially sensible to the raised on oxidative stress [37]. ROS at low 

concentrations play an important role in the fertilizing capabilities of the spermatozoa 

stimulating the sperm capacitation, hyperactivation, acrosome reaction and, oocyte fusion 

[33]. However, an unbalance in ROS production can impair the sperm membrane which in 

turn reduce the sperm motility, ability to fuse with the oocyte and can directly damage the 

sperm DNA, compromising the paternal genomic contribution to the embryo [4, 7, 33]. Hg 

exposure at 8nM or 8µM increased ROS and lipid peroxidation levels and decreased the total 

antioxidant capacity in the spermatozoa. Results of the present study support the oxidative 

stress as an important mechanism of action of Hg in the male reproductive system, and now 

specifically to the sperm cell impairment.  

Conclusion 

 In conclusion, our study shows that the direct exposure of Hg at low levels on male 

gametes are able to impair sperm quality and fertility in vitro. Our study suggests that Hg 

increases oxidative stress, altering sperm membrane and quality which then impair sperm 

fertility capacity. The elevation of oxidative stress in male gametes after Hg exposure 

appoints the pro-oxidant activity of Hg as a pathway of toxic action of this metal in the 

progenitor male cells.   
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Figure legends 

Figure 1. Effects of mercury at different concentrations on Total Motility and Progressive 

Motility in bovine sperm. Data are expressed as median (Q1 – Q3), * p < 0.05 compared with 

control (Kruskal-Wallis test followed by Dunn's). 

Figure 2. Effects of mercury at different concentrations on biochemical biomarkers in bovine 

sperm. A. Reactive oxygen species levels (ROS). Values of ROS, UF: Units of fluorescence. 

B. Lipid peroxidation measurements.  Values of MDA (malondialdehyde). C. Total 

antioxidant capacity. Values of FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power). Data are 

expressed as mean ± SEM. * p < 0.05 compared with control (ANOVA followed by 

Bonferroni test). 

Figure 3. Effects of mercury at different concentrations on Total penetration and fertilization 

rate, and Normal penetration fertilization for in vitro fertilization. Data are expressed as 

median (Q1 – Q3), * p < 0.05 compared with control (Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn's). 
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Table 1. Effects of mercury at different concentrations on sperm motility and vigor. 

 Motility  Vigor (0-5) 

 0.5h 1h 2h 0.5h 1h 2h 

Control 50 (50 - 50) 50 (40 - 50) 40 (30 - 52.5) 3.8 ± 0.2 3.8 ± 0.2 3.4 ± 0.2 

Hg8nM 45 (40 - 50) 40 (35 - 40) 30 (25 - 37.5) 3.6 ± 0.2 3.4 ± 0.2 3.2 ± 0.2 

Hg8µM 40 (40 - 40) 35 (30 - 42.5)  30 (25 - 32.5)* 3.4 ± 0.2 3.4 ± 0.2 3.1 ± 0.1 

Hg80µM 0* 0* 0* 0 * 0* 0* 

Motility: expressed as median (Q1 – Q3). Kruskal-Wallis test followed by Dunn's (* p <0.05 vs Control) 
Vigor: expressed as mean ± SEM. ANOVA followed by Bonferroni test (* p <0.05 vs Control) 
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Table 2. Effects of mercury at different concentrations on sperm kinetics evaluated by Sperm 

Class Analyzes (SCA). 

 
Control Hg8nM Hg8µM 

VCL (µm/s) 50.97 ± 2.80 39.66 ± 3.58* 40.85 ± 2.85* 

VSL (µm/s) 27.19 ± 2.60 17.65 ± 1.20* 19.95 ± 2.95 

VAP (µm/s) 34.94 ± 3.37 25.15 ± 1.71 27.23 ± 2.64 

LIN (%) 54.3 (35.1 - 61.2) 36.5 (20.5 - 45.3)   49.0 (44.8 - 67) 

STR (%) 81.6 (70.1 - 89.9) 69.6 (55.2 - 73.9)*  80.2 (59.3 - 91.1)  

WOB (%) 64.5 (50.1 - 72.2)  57.2 (52.4 - 61.6) 64.1(59.3 - 74) 

ALH (µm) 1.97 ± 0.27 1.72 ± 0.42 1.59 ± 0.19 

TBF (Hz) 7.01 ± 0.90 6.10 ± 0.86 6.45 ± 0.46 

Hyperactivity(%) 8.4 (3.3 - 13.2)  4.2 (3.6 - 4.2)  3.5 (0 - 4.3)* 

VCL: curvilinear velocity; VSL: straight-line velocity; VAP: average path velocity; LIN: linearity;                          
STR: straightness; WOB:oscillation index; ALH: amplitude of lateral head displacement; TBF: tail beat 
frequency; Hyperactivity: sperm with rapid movement.  
Absolute data are expressed as mean ± SEM. ANOVA followed by Bonferroni test (* p <0.05 vs Control) 
Data in % are expressed as median (Q1 – Q3). Kruskal-Wallis test followed by Dunn's (* p <0.05 vs Control) 
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Table 3. Effects of mercury at different concentrations on sperm morphology and sperm 
membrane integrity. 

 
Morphology 

Sperm membrane 

integrity  

 Major defect Minor defect Normal Sperm  

Control 4.0 (2.5 - 6.0) 13.5 (9.5 - 15.9)  83.5 (78.5 - 84.7) 29.0 (25.0 - 32.0) 

Hg 8nM 4.5 (1.0 - 8.0) 16.5 (11.0 - 18.7) 78.0 (75.5 - 83.0) 28.0 (23.0 - 29.0) 

Hg 8µM 4.0 (2.0 - 7.5)  18.7(10.5 - 21.1) 76.2 (68.5 - 83.5) 17.2 (3.0 - 22.0)* 

Hg80µM 3.5 (1.5 - 6.0) 49.0 (40.0 - 56.5)*   49.0 (35.5 - 53.5)* 25.5 (5.5 - 28.0) 

 Data are expressed as median (Q1 – Q3). Kruskal-Wallis test followed by Dunn's (* p <0.05 vs Control) 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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PARTE III 

 

7.0    DISCUSSÃO 

Resultados deste trabalho demonstram que a exposição ao HgCl2 em diferentes 

concentrações foi capaz de reduzir a motilidade espermática, alterar a morfologia com 

aumento nos defeitos menores (Hg80µM) e reduzir no número de espermatozoides normais 

(Hg80µM e Hg8µM) além de afetar a integridade da membrana plasmática de 

espermatozoides bovinos (Hg8µM). Em adição a estes achados, a exposição ao Hg (Hg8µM) 

reduziu a taxa de penetração e fertilização dos espermatozoides in vitro. Dentre os possíveis 

mecanismos de ação, o HgCl2 parece estar atuando por meio do aumento do estresse oxidativo 

e redução das defesas antioxidantes.  

As alterações espermáticas foram visualizadas após exposição ao Hg em diferentes 

concentrações de Hg inorgânico (HgCl2; Peso Molecular 271,50): 8nM, 8µM e 80µM  as 

quais correspondem respectivamente a ~ 2,18 ng/mL, 2,18 µg/mL e 21,8 µg/mL, sendo 

selecionadas de estudos prévios in vitro (ERNST; LAURITSEN, 1991; HANF et al., 1996; 

ARABI, 2005; RAO et al., 2008; CASTELLINI et al., 2009; SLIVKOVA et al., 2010), assim 

como de valores de Hg encontrados em populações expostas ao metal, através do consumo de 

peixes contaminados ou atividades ocupacionais (OPAS, 2011; KHOURY et al., 2013; 

CASTILHOS et al., 2015).  

De fato o efeito do metal sobre o sistema reprodutor masculino tem sido estudado. A 

exposição ao Hg é capaz de induzir problemas reprodutivos em seres humanos expostos a 

altas doses de Hg inorgânico (100 - 800µM) em testes in vitro, como também em animais, 

como coelhos (10 - 100 µM), ratos (10 - 100 µM) e peixes (62 - 250 µM) expostos (ARABI; 

HEYDARNEJAD, 2007; CASTELLINI et al., 2009; RAO; GANGADHARAN, 2008; 

HATEF et al., 2011).   A toxicidade do Hg foi associada à redução da libido, problemas com a 

produção e função dos espermatozoides, mutações em células germinativas e a baixa 

fertilidade em homens expostos a este metal (ERNST; LAURITSEN, 1991; MENDIOLA et 

al., 2011). Em animais, a exposição aguda e crônica ao Hg está relacionada à disfunção do 

eixo hipotálamo-hipófise, ao déficit nas funções espermatogênicas e esteroidogênicas 

testiculares (MARTINEZ et al., 2014b), diminuição da secreção de componentes de 

maturação do espermatozoide pelo epidídimo (RAO; SHARMA, 2001) e redução na 



63 

 

contagem de espermática, motilidade e morfologia (MARTINEZ et al., 2014a; MARTINEZ 

et al., 2014b, RIZZETTI et al., 2017). 

A exemplo do que ocorre em outros sistemas e é comum a metais, os efeitos do Hg 

em espermatozoides bovinos é dose e tempo dependente (DIETRICH et al., 2010; PARK; 

ZHENG, 2012; OLIVEIRA et al., 2015). Nossos achados evidenciam que 0,5h é suficiente 

para afetar drasticamente a motilidade e vigor no maior nível de exposição e o aumento do 

tempo foi capaz de afetar esta característica em uma dose 10x e 1000x menor, ou seja, 

identificamos danos espermáticos em dose nanomolar, valor de exposição muito abaixo dos 

utilizados nos estudos anteriores. 

Já a mais alta dose de exposição utilizada nesse estudo, Hg80μM, embora inferior se 

comparado a muitos estudos, comprometeu totalmente a viabilidade espermática na análise 

subjetiva o que demonstrou o importante efeito deletério e dose dependente do metal sobre o 

gameta masculino. Nesse sentido, avaliação espermática computadorizada (CASA) foi 

possível apenas ser realizada nos demais grupos de Hg e controle no período de 2h de 

exposição. Nossa análise foi coerente ao encontrada na avaliação subjetiva, quanto ao grupo 

Hg8μM, houve diminuição da motilidade total e progressiva em 2h de incubação, além de 

redução significativa da motilidade progressiva que no grupo de menor dose Hg8nM. O Hg 

interferiu na motilidade, parâmetro que reflete a habilidade fertilizante do espermatozoide 

(MATOS et al., 2008). Nossos achados corroboram com prévios estudos realizados em 

espermatozoides de coelhos expostos Hg, a partir da dose de 10 μM (incubados por 4h) 

(CASTELLINI et al., 2009) e em peixes expostos numa concentração de 4mg/L por 4h de 

incubação (DIETRICH et al., 2010), demonstrando assim o potencial tóxico do metal sobre a 

célula espermática em nível menor de exposição.   

A análise computadorizada dos espermatozoides pelo método CASA é uma 

ferramenta potente na detecção de parâmetros defeituosos espermáticos e, felizmente tem sido 

utilizada em estudos toxicológicos. No presente trabalho, além da motilidade, avaliações de 

outros importantes parâmetros indicaram a perda da atividade espermática na presença do Hg. 

A velocidade curvilínea (VCL - velocidade da trajetória real do espermatozoide) foi 

prejudicada em ambos os grupos com Hg; a velocidade linear progressiva (VSL - velocidade 

média da linha reta estabelecida entre o primeiro e o último ponto da trajetória do 

espermatozoide) e a retilinearidade (STR - estima a proximidade do percurso da célula a uma 

linha reta) foram reduzidas após exposição ao metal na concentração nanomolar de 8nM; já a 

hiperatividade (HIP - relacionado ao processo de capacitação e fertilização do 
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espermatozoide) (MATOS et al., 2008) apresentou diminuição significativa no grupo Hg8µM. 

Essas importantes alterações encontradas nos grupos expostos ao Hg sugerem uma provável 

redução de taxa de fertilização, visto que a VCL e a VSL são significativamente maiores em 

amostras com maior de potencial de fertilização (VERSTEGEN et al., 2002), o que foi 

comprovado nos experimentos de FIV na dose de Hg8µM. As alterações de velocidade e 

retilinearidade encontradas no nosso estudo já foram observadas em espermatozoides de 

coelhos expostos por 4h ao Hg nas doses de 10µM a 100µM (CASTELLINI et al., 2009), 

novamente, doses mais altas que as utilizadas no nosso trabalho. Já a hiperatividade 

apresentada pelos espermatozoides no grupo Hg8µM alerta para o comprometimento da 

capacidade de fecundação no oócito, visto que esse é um importante biomarcador de 

fertilização e funcionalidade espermática (VERSTEGEN et al., 2002). 

Além de parâmetros cinéticos, outros componentes da avaliação espermática são 

fundamentais para determinar a sua funcionalidade. Avaliamos a morfologia dos 

espermatozoides expostos ao Hg, e, a exposição ao metal não foi capaz de promover defeitos 

maiores, provavelmente devido ao fato desses defeitos estarem mais fortemente associados a 

danos durante sua formação, na fase espermatogênica (FRENEAU, 2011). No entanto, o Hg 

na maior concentração estudad (80µM) aumentou significamente o número de defeitos 

menores e, a exposição ao Hg na maior e na dose intermediária (80 e 8µM) reduziu a 

quantidade de espermatozoides morfologicamente normais. De fato, a capacidade do metal 

em promover danos morfológicos já foi relatada não somente in vitro como também in vivo 

(ERNST; LAURITSEN, 1991; ARABI, 2005; CASTELLINI et al., 2009; MARTINEZ et al., 

2014a). Dentre as possíveis explicações para os efeitos adversos do Hg estão a capacidade do 

metal em ligar-se a grupos sulfídricos presentes nas membranas celulares do espermatozoide 

o que, subsequentemente, afeta a permeabilidade e a integridade funcional das membranas e 

pode refletir na funcionalidade do gameta (ERNST; LAURITSEN, 1991; SILVA et al., 2011). 

Os espermatozoides bovinos expostos ao Hg apresentaram danos na membrana 

espermática, crucial para o evento de fusão de membranas durante a fertilização o qual, 

portanto, pode comprometer a capacidade fértil do espermatozoide (CELEGHINI et al., 

2010). Especificamente, a exposição ao Hg na concentração de 8µM comprometeu a 

integridade de membrana o que curiosamente, não ocorreu na maior dose testada do metal 

(80µM). Ainda que contraditório, visto que estudos anteriores apontam que quanto maior a 

dose exposta menor a integridade de membrana, esse efeito ímpar pode apontar um 
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mecanismo compensatório desencadeado pela presença do metal apenas na maior dose 

testada, o que ainda precisa ser melhor investigado.  

Observamos nesse estudo que a exposição ao Hg in vitro promove aumento do EO e, 

este sim pode explicar não apenas as alterações de membrana espermática como também as 

demais disfunções observadas no espermatozoide, uma vez que os espermatozoides de 

mamíferos são ricos em ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sendo facilmente suscetíveis 

ao ataque das EROS (MARTINEZ et al., 2014a). Assim, a produção excessiva e/ou acúmulo 

de EROs pode resultar em peroxidação lipídica e danos à membrana, inativação de enzimas 

glicolíticas, danos nas membranas acrosomais e oxidação do DNA (RAO; 

GANGADHARAN, 2008). A exposição ao Hg desencadeia um significante aumento do EO o 

que foi observado em diversos sistemas como o nervoso, cardiovascular e renal (RIZZETTI et 

al., 2016a; VASSALLO; 2016; APAYDIN et al., 2016).  

O aumento do EO e peroxidação lipídica observados em ambos os grupos de células 

espermáticas expostas ao Hg fortalece a relação Hg e elevação do EO e, corrobora com os 

estudos prévios sobre os efeitos do Hg no sistema reprodutor de animais e humanos 

(BOUJBIHA et al., 2009, MUTHU; KRISHNAMOORTHY, 2012, KALENDER et al., 2013, 

MARTINEZ et al., 2016; RIZZETTI et al., 2017). De fato, o malondialdeído (MDA) é um 

dos maiores produtos da peroxidação dos PUFAs e importante indicador de peroxidação 

lipídica (AGARWAL et al., 2014). Assim, o Hg pode alterar a organização dos elementos 

lipídicos da membrana espermática o que resultaria em espermatozoides defeituosos (ARABI, 

2005). Estudos prévios in vitro e in vivo também apontaram essa relação entre Hg e o 

aumento do EO e sugerem que essa elevação do EO seja o principal desencadeador da 

toxicidade do Hg (BOUJBIHA et al.; 2009, MUTHU; KRISHNAMOORTHY, 2012; 

KALENDER et al., 2013; MARTINEZ et al., 2016). 

Para combater a produção de EROs, o sistema reprodutor masculino especialmente a 

célula espermática apresenta um grande leque de antioxidantes endógenos (AGARWAL; 

BEDAIWY, 2003; AGARWAL et al., 2014). Nesse, sentido as defesas antioxidantes também 

são um indicador importante do desequilíbrio oxidativo promovido pela exposição ao Hg. 

Nosso estudo identificou uma redução da capacidade antioxidante total após exposição ao Hg 

em baixa dose, o que sugere ainda mais a excessiva produção de EROs após exposição ao 

metal e consequentemente, esgotamento e redução das defesas antioxidantes levando ao 

desenvolvimento das alterações espermáticas encontradas. Estudos anteriores do nosso grupo 

apontam para as diferenças de comportamento das defesas antioxidantes durante a exposição 
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a metais, com redução da capacidade antioxidante em próstata e testículo expostos ao 

alumínio (MARTINEZ et. al., 2017), e um aumento em epidídimo e testículo numa exposição 

crônica ao Hg (RIZZETTI et al., 2017), apontando para as mudanças transitórias das defesas 

antioxidantes em resposta as necessidades de proteção para um determinado órgão de acordo 

com as condições específicas de EO. No nosso estudo, a temporal redução da capacidade 

antioxidante pode sugerir a falência desse sistema em combater o aumento do EO com 

consequentemente esgotamento das defesas antioxidantes. 

A funcionalidade dos gametas é melhor avaliada e entendida apenas se verificarmos 

a capacidade das mesmas em reproduzir-se. Nesse sentido, verificamos in vitro a capacidade 

fértil dos espermatozoides expostos a diferentes concentrações de Hg por meio da FIV. 

Nossos achados demonstram pela primeira vez que a exposição ao Hg na concentração de 

8μM reduz a taxa de fertilização de espermatozoides. Embora não se tenham relatos prévios 

sobre o efeito do Hg em espermatozoides bovinos com relação a capacidade de fertilização in 

vitro, a exposição a outros metais pesados como o Cádmio (Cd) e o Chumbo (Pb), reduz a 

taxa de fertilidade de espermatozoides humanos expostos a baixas doses desses metais (KIM 

et al., 2010; BLOOM et al., 2010). Ainda, resultados similares foram observados em 

espermatozoides de ratos expostos ao Cromo hexavalente Cr (VI) com doses entre 6.25 a 

50µM, onde ocorreu diminuição na taxa da FIV e um atraso da formação subsequente de 

blastocistos (YOISUNGNERN et al., 2015a). Em outro estudo realizado, a exposição de 

espermatozoides de ratos a nanopartículas de prata (Ag), doses entre 1- 50μg/mL, promoveu 

os mesmos efeitos deletérios na FIV (YOISUNGNERN et al., 2015b). Dentre os mecanismos 

responsáveis pela alteração da capacidade fértil avalida em espermatozoides, os autores 

supracitados são unânimes em relacionar os efeitos adversos da exposição a estes metais, 

parcialmente, com a indução e aumento do EO, o que esta em consonância com nossos 

achados. 

Através desse estudo, com o uso do modelo bovino, podemos evidenciar os efeitos 

tóxicos do Hg no gameta masculino e o impacto negativo na sua capacidade fértil. Podemos 

observar que os danos gerados numa exposição a 8µM provalmente prejudicou a etapa 

considerada pré - fertilização, que é justamente a interação entre o espermatozoide e a ZP. 

Uma das hipóteses possíveis para explicar este fenômeno é a indução de EO promovido por 

esta exposição o que repercute em alterações de parâmetros determinantes da funcionalidade 

do espermatozoide. Embora não investigado neste estudo, uma consequência deste achado em 

ratos e bovinos há relatos (ARABI 2005; BOUJBIHA et al.; 2009)  que o EO gera perda da 
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capacitação deste gameta e isso pode ter interferir na sua reação acrossômica, hiperativação e 

dificultado a sua penetração no oócito.  
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8 CONCLUSÃO 

Em resumo a exposição de espermatozoides bovinos a diferentes concentrações de Hg 

(Hg8nM, Hg8µM e Hg80µM): 

- Indicou total imobilidade espermática no grupo Hg80µM em 0,5h de exposição; 

Após 2h de incubação: 

- Diminuiu os parâmetros cinéticos de: Motilidade Total (Hg8µM) e Progressiva 

(Hg8nM e Hg8µM); VCL (Hg8nM e Hg8µM); STR (Hg8nM) e hiperatividade (Hg8µM);  

- Aumentou os defeitos menores (Hg80µM); 

- Reduziu o número de espermatozoides normais (Hg8µM e Hg80µM); 

- Reduziu a integridade de membrana plasmática (Hg8µM); 

- Aumentou os níveis de EROS em ambas as doses investigadas; 

- Aumentou os níveis de peroxidação lipídica em ambas as doses investigadas;  

- Reduziu a capacidade antioxidante total em ambas as doses investigadas; 

- Culminou com uma diminuição na taxa de penetração e fertilização total e normal 

(Hg8µM) 

 

Diante dos resultados encontrados concluímos que a exposição de espermatozoides 

bovinos à baixa concentração de Hg favorece o aumento do estresse oxidativo que pode 

desencadear alterações na qualidade espermática e refletir na redução da sua capacidade fértil 

durante a FIV.  
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9 PERSPECTIVAS 

 

Baseado nos resultados obtidos, as perspectivas para futuros trabalhos são: 

- Avaliar o desenvolvimento embrionário oriundo de espermatozoides 

expostos ao Hg; 

 

- Verificar os efeitos da exposição ao Hg no gameta feminino durante a 

FIV e no desenvolvimento embrionário; 

 

- Investigar os efeitos da FIV e o desenvolvimento embrionário quando 

os dois gametas estão expostos ao Hg; 

 

- Avaliar possíveis substâncias protetoras, como estratégias de 

atenuação contra os possíveis efeitos do Hg. 
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ANEXOS 

 

Figura1. Experimental design 
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Figura 2.Espermatozoides após descongelamento de palhetas 

 

 

Figura 3. Oócitos Maturados 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  FIV (co-cultivo de espermatozoides e oócitos)  
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