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RESUMO - O teste de termorresisténcia (TTR) avalia a resisténcia dos espermatozoides em
temperaturas altas por um curto periodo (teste de termorresisténcia rapido — TTRR) ou em
temperatura fisiolégica da vaca por um periodo de incubagdo maior (teste de termorresisténcia
lento — TTRL). O objetivo do presente estudo foi comparar a viabilidade do sémen de touros da
raca Nelore entre diferentes temperaturas e tempos de incubagéo no teste de termorresisténcia.
Foram utilizadas 32 partidas diferentes de 4 touros da raga Nelore. As amostras de sémen foram
descongeladas a 37°C por 30 segundos e posteriormente incubadas em palhetas fechadas por 30,
45 e 60 minutos a temperatura de 46°C e 3, 5 e 8 horas em temperatura de 38°C. Posteriormente a
cada periodo de incubacado, as amostras foram analisadas utilizando sistema computadorizado de
analise espermética (CASA) e integridade de membrana plasmatica pelo teste hiposmdético. As
analises dos resultados foram avaliadas utilizando o pacote estatisticos do SAS. As médias de
motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) dos tempos do TTRL foram superiores as
médias do TTRR, indicando maior resisténcia dos espermatozoides gquando expostos mais
proximos a temperatura fisiolégica dos bovinos. No TTRL foi observado padréo de movimentacao
de hiperativacdo espermatica (alto valores para VCL e ALH). O TTRL apresentou melhor
integridade de membrana plasmatica comparado ao TTRR, em que a temperatura do TTRR pode
ter comprometido a membrana dos espermatozoides. Desta forma, foi concluido que o TTRL
causou menos danos a integridade da membrana celular e apresentou os melhores resultados de

cinética espermatica.
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ABSTRACT — The Thermoresistance Test (TT) evaluates sperm resistance at high temperatures
for a short period (Rapid Thermoresistance Test — RTT) or at physiological cow temperature for a
longer incubation period (Slow Thermoresistance Test — STT). The aim of the study was to compare
the semen quality of Nelore bulls between different thermoresistance techniques and times. 32
different matches of 4 Nelore bulls were used. Semen samples were thawed at 37°C for 30 seconds
and subsequently incubated in closed straws for 30, 45 and 60 minutes at 46°C and 3, 5 and 8
hours at 38°C. Semen samples were evaluated in all periods using a Computer Sperm Analysis
System (CASA) and plasma membrane integrity by hypoosmotic test. Outcome analyzes were
evaluated using the SAS statistical package. The Total Motility (TM) and Progressive Motility (PM)
averages of the STT times were higher than the RTT averages, indicating greater resistance of
sperm when exposed closer to the physiological cattle temperature. In STT, greater sperm
hyperactivation was detected compared to RTT and post-thawing. STT showed better plasma
membrane integrity compared to all times of RTT, which the temperature of RTT may have
damaged the sperm membrane. Thus, it is concluded that STT obtained better results for motility

and caused less damage to the cell membrane integrity compared to RTT.

Keywords: Bos indicus, Nellore, reproduction, CASA, sperm viability, sperm integrity.

1. INTRODUCAO

A bovinocultura é uma prética essencial para o Brasil, tanto no ambito econdmico quanto
social, pois existe demanda mundial por alimentos de boa qualidade, sustentabilidade e
socialmente responsaveis, sendo 0 pais competitivo no mercado agropecuario externo,
caracterizado pelo potencial e desenvolvimento tecnolégico para producéo animal (Vianna et al.,
2009). Entre as tecnologias que ganham espaco na pecuaria nacional, estdo aquelas relacionadas
a reproducdo e ao melhoramento genético, como a inseminacédo artificial (IA) e inseminacao
artificial a tempo fixo (IATF). Essas representam procedimentos biotecnolégicos descomplicados,
gue utilizam o sémen bovino, e que séo realizadas para melhorar as taxas de reproducdo e
genética do rebanho (Emerick et al., 2011).

Para que as biotécnicas da reproducdo que envolvem a inseminacdo artificial sejam
eficientes, € necessario obter o conteddo espermatico e genético de qualidade, selecionando
criteriosamente os reprodutores doadores de sémen e manipulando o conteldo espermatico

cuidadosamente para producdo do material que sera armazenado (Arruda et al., 2004). Por isso,
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existe ampliacdo de estudos sobre testes laboratoriais que buscam avaliar acuracia e
desempenho de amostras de sémen, com objetivo de desenvolver ainda mais as técnicas
reprodutivas no campo (Siqueira, 2007). Em andlises do sémen in vitro, para testar a viabilidade e
gualidade do sémen séo realizadas as avaliagdes laboratoriais, que estimam o potencial de
fertilidade, como a motilidade espermatica, concentracdo espermatica, anormalidade espermética
e o teste de termorresisténcia (TTR), este ultimo que induz as células espermaticas ao estresse
térmico (Arruda, et al., 2004). No TTR, séo realizadas provas de exaustdo dos espermatozoides
submetidos a diversas temperaturas, o que pode mimetizar a capacidade destas células resistirem
aos longos periodos em determinada temperatura para a fertilizacéo in vivo (Vianna et al., 2009;
Borges-Silva et al.,, 2015). Dimitropoulos (1967) desenvolveu, primeiramente, o que ficou
conhecido como teste de termorresisténcia lento (TTRL), em que incubou amostras de sémen por
5 horas em 38°C, e posteriormente, procurou realizar o0 mesmo teste de maneira mais rapida,
incubando o sémen a 46°C 30 minutos, que se denominou teste de termorresisténcia rapido
(TTRR), e em ambos os testes era verificada motilidade espermatica ap6s o periodo de
incubacdo. Os resultados de motilidade apdés o teste de termorresisténcia sdo de grande
importancia para determinar a qualidade da partida do sémen, pois ele determina a integridade
dos espermatozoides em condicbes parecidas com a inseminacdo artificial (1A), e assim,
possibilitar sua venda (Tallini, 2019).

Diante do exposto, se faz necessario mais estudos que abordem a aplicabilidade dos
testes de termorresisténcia, desde qual utilizar (rapido e lento) como o tempo de incubacgdo para
realizacdo dos testes. Por isso, 0 objetivo do presente estudo foi comparar a viabilidade do sémen
de touros da raca Nelore entre diferentes temperaturas e tempos de incubagdo no teste de

termorresisténcia.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacédo deste experimento foram confrontados trés periodos de incubacéo de

sémen em dois diferentes ambientes de estresse térmico.

Foram avaliadas 8 partidas diferentes de sémen congelado de 4 animais da ra¢ca Nelore
(Bos indicus), totalizando 32 partidas de sémen. As partidas de sémen foram descongeladas
em banho-maria a 37°C por 30 segundos Apés a descongelacdo, a cinética espermatica da
amostra de sémen foi avaliada pelo CASA (Computer Analysis System evaluation / analise
computadorizada de movimento espermatico) e a integridade de membrana plasméatica pelo

teste hiposmético. Essas andlises tiveram como objetivo servir como controle e parametro
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comparativo para as analises apos os periodos de incubacéo nos testes de termorresisténcia

rapido (TTRR) e teste termorresisténcia lento (TTRL).

Foram incubadas simultaneamente trés partidas iguais de sémen em “banho-maria” a
46°C por 30, 45 e 60 minutos para avaliar o TTRR e da mesma forma foram incubadas trés

partidas iguais de sémen a 38°C por 3, 5 e 8 horas para avaliar o TTRL (Figura 1).
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Figura 1. Delineamento experimental do projeto.

Ap6s o periodo de incubagdo dos TTR as amostras foram submetidas a analise pelo
CASA (Hamilton Thorne Research, IVOS-14, EUA). Para tanto, 10 pL da amostra do sémen
foram colocados na camara de Makler (SEFI Medical Instruments Ltda®, Haifa, Israel)
previamente aquecida (38°C), sendo observados cinco campos aleatérios e, no minimo, 150
espermatozoides por campo. Os parametros utilizados foram: Motilidade total (MT, %);
Motilidade progressiva (MP, %); Porcentagem de espermatozoides rapidos (RAP, %);
Velocidade média de trajeto (VAP, um/s); Velocidade em linha reta (VSL, um/s); Velocidade
curvelinear (VCL, um/s); Amplitude de deslocamento lateral de cabeca (ALH, um); Frequéncia
de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz); Progressividade (STR, %); Linearidade (LIN, %).

O teste hiposmatico foi realizado depositando-se 20 pL de sémen em 1 mL de solugéo
hiposmotica (100 mOsm; REVELL & MRODE, 1994) a 37°C durante 60 minutos. Apés esse
periodo, uma aliquota de 10 pl do sémen diluido na solucdo hiposmatica foi colocada entre
lamina e laminula e avaliada por microscopia de contraste de fase. Os espermatozoides foram
classificados quanto a presenca ou ndo de cauda enrolada. Foram avaliados 200
espermatozoides em aumento de 400X. A porcentagem de espermatozoides viaveis foi
calculada de acordo com REVELL & MRODE (1994).

Os resultados de todas as analises de sémen foram submetidos analise de variancia,
pelo procedimento MIXED (SAS, Versdo 9.4), utilizando medidas repetidas no tempo. As

médias foram ajustadas pelo método dos quadrados minimos (“LSMEANS”) e comparadas,
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guando necessario, por meio da probabilidade da diferenca (“PDIFF”), usando teste “t”. A

diferenca estatistica foi declarada quando P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias da motilidade total (MT, %) e motilidade progressiva (MP, %), porcetagem de
espermatozoides rapidos (RAP, %), e teste hiposmotico (TH, %) estdo apresentadas na Figura 2.

A MT, que mensura a porcentagem de células méveis na amostra, diminuiu em todos os
periodos em ambos os testes de TTR em relacdo ao controle (avaliagdo pds-descongelamento),
Unica excecdo foi TTRL de 3 horas que os valores foram similares. Isto ocorre, devido a
diminuicdo do metabolismo celular conforme o tempo de incubacdo aumenta, quando a célula
espermatica recupera sua fungéo apds descongelamento, ocorre consumo de nutrientes presentes
no meio de conservacdo, assim, produz metabdlitos e reduz a disponibilidade de nutrientes
(TALLINI et. al., 2019).

O tempo controle, logo apds a descongelagéo, apresentou valores superiores de MT em
relacdo aos testes de termorresisténcia rapidos e lentos. No entanto, quando foi comparado os
valores de MT entre os testes, as médias dos tempos do TTRL foram superiores as médias do
TTRR, indicando que os espermatozoides tiveram maior resisténcia quando expostos mais
proximos a temperatura fisiolégica dos bovinos (38 °C) por tempos prolongados de 3, 5 e 8 horas
(VERSTEGEN et. al., 2002). Isto pode ter ocorrido, porque o TTRR é mais agressivo em suas
condicdes de temperatura (46 °C), que sdo maiores que as condicdes fisiolégicas do animal,
causando efeitos negativos a motilidade do semen bovino (VIANNA et. al., 2009). Tallini et. al.
(2019) obtiveram resultados de motilidade maiores para TTRL em relacdo ao TTRR, porém
somente para o TTRL que foi realizado por apenas uma hora, enquanto o TTRL de 3 horas néo
diferiu do TTRR de 30 minutos, diferente do presente estudo, em que todos os tempos de TTRL (3,

5 e 8 horas) foram superiores a todos os tempos de TTRR (30, 45 e 60 minutos).

Por outro lado, Cunha et. al. (2012) observaram resultados de MT superiores para o TTR de
30 minutos a 46°C em relagdo ao TTR de 5 horas a 38 °C, embora as andlises de MT foram feitas
subjetivamente sem o uso de analise computadorizada (CASA), e 0s autores sugeriram que a
diferenca encontrada ocorre, pois, o0 TTRL compromete os parametros de motilidade devido ao
maior tempo de incubacdo da amostra, que ndo condiz com os achados nesse experimento. De
forma similar aos resultados observados para MT, tanto a motilidade progressiva (MP) quanto a
porcentagem de células rapidas (RAP) avaliadas pelo CASA apresentaram resultados superiores
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no TTR lento comparado ao teste rapido. O TTRL apresentou valores superiores para MP em todos
0s tempos avaliados quando comparado ao TTRR, somente os valores do TTRL de 8 horas e o

TTRR de 30 minutos foram similares.

De acordo com Muifio et. al. (2008), o perfil dos espermatozoides quanto sua velocidade é
dindmico, em que a velocidade muda de acordo com a condicdo a que o0 espermatozoide é
submetido. Neste estudo, para o TTRL de 3 horas, manteve-se o padrédo parecido com o tempo
controle de pds descongelagdo, que foi rapido e progressivo, enquanto a temperatura do TTRR
para todos os tempos tornou 0s espermatozoides, em sua maioria, lentos e ndo progressivos,
possivelmente pelo fato que, nesta condicdo de temperatura (46 °C) ocorre rapido aumento do
metabolismo celular e, consequentemente, maior gasto de energia do espermatozoide, além de
lesdes na membrana celular ou altera¢gdes em seu mecanismo osmotico (SUAREZ, 2008; ROTA et.
al., 2000).

Para o teste hiposmotico (TH), o controle e o TTRL de 3 horas apresentaram maiores
médias de células com cauda enrolada, o que indica que o TTRL de 3 horas foi o que obteve
integridade de membrana maior e mais proximo do sémen pds descongelag¢édo. Ainda, todos os
TTRL tiveram médias maiores de células com enrolamento de cauda comparado a todos o0s
tempos do teste rapido. Essa diferenca ocorreu, possivelmente, porque o tempo de exposicao da
célula espermatica a temperatura de 46°C prejudicou a atividade bioguimica da membrana
plasméatica da célula, sobretudo na atividade da bomba de sddio e potassio, responsavel pelo
equilibrio osmético celular, permitindo a entrada e saida de agua dentro da célula pela membrana,
0 que impossibilita o equilibrio osmético (CORREA & ZAVOS, 1994). O mesmo pode-se supor
com relacdo ao TTRL de 5 e 8 horas, os quais ficaram muito tempo expostos a temperatura de

38°C e tiveram comprometimento da membrana plasmatica (ROTA et. al., 2000).

Siqueira et. al. (2007), em seu trabalho relataram média superior de motilidade progressiva
em relacdo ao numero de células reativas ao teste hiposmético em semen submetido ao teste de
termorresisténcia lento de 3 horas, o que indicaria presenca células mdéveis, porém sem membrana
plasmatica integra. No presente estudo, para todos os tempos de teste de termorresisténcia,
inclusive o teste de termorresisténcia lento de 3 horas, a porcentagem de células reativas ao teste
hiposmotico apresentaram o mesmo padrao dos resultados que a motilidade total e progressiva,
isto é, o teste de termorresistencia em temperatura mais elevada (46°C) lesionou maior
porcentagem de espermatozoides em relagdo ao teste com temperatura a 38°C (Figura 2). De
acordo com Watson (2005), embora o declinio da motilidade espermatica pode ser explicado por
alteragcdes no transporte ativo e na permeabilidade da membrana plasmatica da regido da cauda

dos espermatozoides, é possivel também que alteracdes na energia disponivel ou danos aos

6
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elementos do axonema contribuam para o declinio da MP, o que resulta em baixa motilidade, sem
alto indice de lesdo da membrana plasmética, e por isso pode ser notado presenca de células

imoveis e funcionalmente integras, o que pode ser uma explicagédo para o achado neste estudo.
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Figura 2. Variaves avaliadas pelo CASA por tempo de incubacdo e teste de
termorresistencia (rapido ou lento). MT (motilidade total, %), MP (motilidade progressiva, %), RAP
(velocidade répida, %) e TH (teste hiposmdético, %). Tempos de testes de termorresisténcia:
Controle (momento pds-descongelagédo a 37°C), TTRR30" (teste de termorresisténcia rapido de 30
minutos), TTRR45" (teste de termorresisténcia rapido de 45 minutos), TTRR60" (teste de
termorresisténcia rapido de 60 minutos), TTRL3h (teste de termorresisténcia lento de 3 horas),
TTRL5h (teste de termorresisténcia lento de 5 horas) e TTRL8h (teste de termorresisténcia lento de
8 horas).
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Na tabela 1 estdo apresentadas as médias de velocidade média de trajeto (VAP, um/s),
velocidade em linha reta (VSL, um/s), velocidade curvulinear (VCL, pm/s), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF, Hz),
progressividade (STR, %) e linearidade (LIN, %), analisadas por tempo de incubacao e teste de

termorresistencia (rdpido ou lento).

As variaves da cinética espermatica analisadas pelo CASA sdo importantes para avaliar o
perfil de movimentacao dos espermatozoides, assim como a hiperativagdo espermatica. O evento
de hiperativacdo espermatica deve acontecer quando o espermatozoide se encontra nas tubas
uterinas para que se desprendam do muco tubarico (SUAREZ, 2008). De uma maneira geral, as
variaveis VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR e LIN apresentaram valores superiores quando foi
utilizado o teste de termorresistencia lento na temperatura de 38°C, inclusive apresentando valores
similares aos pos descongelamento (controle). Por outro lado, os valores apresentados pelo teste
de termorresistente rapido (46°) por 30, 45 e 60 minutos apresentaram, na maioria das avaliagfes,
menores valores para todas as variaveis fornecidas pelo CASA, demostrando que o teste de

termorresisténcia utilizando temperatura de 46°C prejudicou a movimentagédo do espermatozoide.

De acordo com Marquez & Suarez et. al. (2006), os espermatozoides bovinos hiperativados
exibem movimentacfes lateralizadas, compondo um padréo de “formato de estrela” ou “forma de
8”, e geralmente apresentam altos valores de VCL e ALH e baixa LIN, simultaneamente. Neste
estudo, a analise computadorizada do sémen nos tempos de TTRL apresentou indicacfes de
hiperativacdo espermética para os tempos de TTRL, porém né&o foi detectado os mesmos indicios
nos tempos de TTRR, possivelmente porque, em maior temperatura, 0s espermatozoides se
hiperativam precocemente (antes de 30 minutos), resultando em maior gasto energético celular
(SUAREZ, 2008). Quando comparado os valores pds-descongelacéo aos outros tempos de TTRL,
o TTRL de 3 e 5 horas tiveram valores médios superiores de VCL e ALH, indicando nessa

temperatura e nesses tempos uma hiperativacao dos espermatozoides.
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Tabela 1. Média = EPM da andlise computadorizada do movimento espermético (CASA), no
pés descongelacao (controle), no teste de termorresistencia rapido com o tempo de incubacao de
30 minutos (TTRR30), 45 minutos (TTRR45) e 60 minutos (TTRR60) e no teste de
termorresistencia lento com tempo de incubacédo de 3 horas (TTRL3h), 5 horas (TTRL5h) e 8 horas
(TTRLSh).

Variaveis Testes de Termorresisténcia

CONTROLE TTRR30® TTRR45® TTRR60® TTRL3h TTRL5h TTRL8h
VAP (um/s) 868:517% 478517 369+517° 260+517% 1038+517% 100,8+517% 86,6+517"°
VSL (um/s) 672:397% 403:397° 203+397% 203+397% 742+397% 726+397% 638:397"°
VCL (um/s) 1455:+883° 740:883° 591+883° 422:+883% 177,8+883% 1759+883% 1493+8:83"

ALH (um) 67+042° 34042 27:042% 2420429 79:042% 81:042% 68:042"
BCF (Hz) 202+1,42% 177+142% 147+142" 108+142° 172+142% 17:142%° 157:142°
STR (%) 782+500% 672+50% 556+500° 352+500° 721+500% 722+500% 707+500°
LIN (%) 495+340% 452+340° 359+340° 230:340° 443+340% 436+340% 438+340%

VAP: velocidade de trajeto, VSL: velocidade progressiva, VCL: velocidade curvilinear, ALH: amplitude lateral da cabeca, BCF: frequéncia de batimentos
flagelares, STR: retilinearidade, LIN: linearidade, EPM: Erro padrdo da média. Letras minUsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferencas
estatisticas (P<0,05).

4. CONCLUSAO

O Teste de termorresistencia lento com periodo de incubacdo de 3 horas é o teste que
apresenta menor prejuizo ao espermatozoide. Teste de termorresistencia rapido causa mais lesdes
aos espermatozéide diminuindo sua viabilidade. Este estudo demonstra que ainda sao necessarios
mais estudos quanto a eficiéncia dos testes de termorresisténcia para mensurar a viabilidade
espermatica, e principalmente relacionar seus resultados com os indices de fertiidade em

programas de inseminacao artificial.
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