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Resumo: As avaliacdes de termo-resisténcia (TTR) ganharam aceitagdo por se aproximarem das condi¢des de
permanecia do s€men no trato genital das fémeas em cio. Porém, muitas varidveis tornam o TTR uma avaliagcdo
muito subjetiva. Neste sentido, este estudo foi realizado para comparar a eficiéncia de trés metodologias de TTR.
Foram usados 24 touros de 3 centrais de insemina¢do. Foram comparados o TTR lento (38°C/5h), o TTR
fisiologico (36°C/3h) e o TTR rapido (46°C/30 min). As avaliagdes de motilidade e vigor foram realizadas de modo
subjetivo em microscépio de contraste de fase. O TTR lento apresentou resultado médio de motilidade de 29,70 +
22,95%. Esse resultado foi inferior ao TTR rdpido, que apresentou motilidade de 46,45 + 16,45%, e ao TTR
fisiolégico que apresentou motilidade de 50,93 + 14,27%. Esses resultados indicam que o TTR lento compromete
os resultados de motilidade e vigor. O TTR deve ser considerado uma avaliacio complementar para servir de
parametro na fiscalizacdo da qualidade do s€men e deve ser realizado em associagdo com outros testes de avaliacio
espermatica para predizer a fertilidade de uma amostra de s€men criopreservado.

Palavras—chave: avaliagdo complementar do sémen, fiscalizacdo de germoplasma, inseminacdo artificial

Comparative study of thermo-resistance tests fast, slow and physiological of imported cryopreserved bovine
semen.

Abstract: Tests of thermo-resistance (TRT) were accepted by approaching of the conditions that semen remain in
the female genital tract. However, many variables make the TRT a very subjective evaluation. Thus, the objective
this study was to compare the efficiency of three methods of TRT. Twenty four bulls from three insemination
companies were used. We compared the slow TRT (38°C/5h), the physiological TRT (36°C/3h) and fast TRT
(46°C/30min) in two assessments with different volumes of semen. The subjective evaluations of motility and vigor
were performed in phase contrast microscopy. The slow TRT showed motility mean of 29,70 + 22,95%. This result
was lower than fast TRT that presented motility of 46.45 + 16.45% and physiological TRT that presented motility
of 50,93 + 14,27%. These results indicated that slow TRT compromises the parameters of motility.. The TTR
should be considered an additional assessment to serve as a parameter in monitoring the quality of semen and
should be performed in combination with other semen assessments tests to predict fertility of cryopreserved semen
sample.
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Introducao

Os testes de termo-resisténcia (TTR) ganharam aceita¢do, pois a permanéncia do s€men por um tempo
determinado em banho-maria se aproximaria das condi¢des em que o sémen fica exposto no trato genital das
fémeas em cio (Arruda et al, 1992). Na avaliacdo do TTR, o s€émen bovino € considerado de boa qualidade quando
apresentar motilidade > 15% ap6s o teste (CBRA, 1998). No entanto, o TTR ¢ uma avaliagdo muito subjetiva, pois
muitas varidveis influenciam no resultado e na sua interpretagdo, como por exemplo, o diluidor, o volume da
palheta, a concentrag@o por dose, o tempo do TTR, a temperatura, a incubagio da amostra na palheta ou fora dela.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar a metodologia de TTR mais eficiente e pratica na andlise
do sémen bovino importado para servir de parametro na fiscalizag¢@o da qualidade do sémen.

Material e Métodos
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Foram utilizadas amostras de sémen bovino importado de 24 animais das racas Angus e Holandés,
provenientes de 3 centrais de inseminacdo. As amostras foram descongeladas a 36°C/30s e foram avaliados a
motilidade e o vigor inicial. Em seguida foram comparadas 3 metodologias de TTR: a) TTR lento (incubagdo a
38°C/5h); b) TTR fisiolégico (incubagdo a 36°C/3h) e ¢) TTR rapido (incubagdo a 46°C/ 30 min). O volume de
uma palheta de 0,25 mL foi dividido igualmente para a realizagdo das 3 metodologias de TTR. As amostras foram
incubadas em banho-maria em tubo tipo eppendorf. Uma amostra de 8 pL foi colocada em lamina sobre laminula
aquecidas e avaliada em microscépio de contraste de fase (10 e 20x) logo apds o descongelamento da palheta e ap6s
cada perfodo de incubacdo para cada teste, as avaliagdes foram realizadas de forma subjetiva por 2 avaliadores.

Resultados e Discussao

De uma forma geral, todos os testes de TTR mostraram uma diminuicio na motilidade em relacdo as
amostras recém descongeladas, que apresentaram a motilidade média de 76% e vigor 3 no tempo zero. De acordo
com Harrison e Vickers (1990), esta queda de motilidade pode estar correlacionada com a perda de componentes
intracelulares ou lesdes estruturais na cauda dos espermatozdides ocorridas durante o TTR.

O TTR fisiolégico apresentou resultados médios de motilidade superiores aos demais, mas ndo diferiu do
TTR rapido. O TTR lento obteve resultado médio de motilidade e vigor inferior aos outros testes. Estes resultados
indicam que o TTR lento compromete os parimetros de motilidade e vigor, provavelmente devido ao maior tempo
de incubacgdo da amostra (Tabela 1).

Tabela 1- Médias e desvio padrido da motilidade e vigor dos diferentes TTRs

Parametros TTR rdpido TTR fisiologico | TTR lento
Motilidade (%) |46,45 + 16,45 50,93 + 14,27* 29,70 +22,95°
Vigor (0-5) 2,60 +0,62° | 2,68 + 0,46 1,35+ 0,99

Nas linhas, os valores com letras diferentes (a-b) apresentaram diferenga estatistica. P< 0,05

Em relacdo ao TTR, este estudo observou que o teste lento prejudicou a motilidade e vigor espermatico em
relacdo aos testes fisiolégico e rdpido. O TTR rédpido, apesar de apresentar resultados similares aos do fisiolégico, é
mais agressivo devido a alta temperatura que expde os espermatozoides num curto periodo de tempo a uma
temperatura maior que a do organismo animal. O TTR fisiolégico é o que mais se aproxima das condicdes reais
que os espermatozéides encontram no trato reprodutor feminino usando uma temperatura e tempo mais proximos
do que o espermatozdide vai enfrentar.

Testes comparativos mostraram que o TRR rapido pode substituir o TTR lento, uma vez que este teste
condena menos amostras que o TTR lento (Barnabé et. al., 1981).

Porém ainda ha muitas dividas sobre a real importancia do TTR para avaliacdo do efeito da criopreservacao
sobre os espermatozoéides. Neste estudo, observou-se que quando os resultados foram analisados individualmente
por animal, todos os testes apresentaram variagdes no resultado quando houve varia¢do do volume de s€men testado
(dados ndao mostrados).

Muitos fatores influenciam nos resultados do TTR como o diluidor usado, o tempo de incubagdo, o volume
da amostra e a concentracdo de espermatozodides, essas varidveis precisdo ser melhor avaliadas para que o TTR
possa ser usado como teste de rotina. Vianna et al. (2009) apesar de encontrarem baixas motilidades nos TTRs
rapido e lento, ndo observaram relacdo com a fertilidade a campo demonstrando a necessidade de usar o TTR como
um teste complementar.

Por isso é um teste que deve ser considerado complementar para o s€men bovino congelado. No entanto,
avaliagdes funcionais dos espermatozdides devem ser realizadas para correlacionar a eficiéncia da metodologia de
TTR com a qualidade real da amostra.

Conclusoes

O TTR deve ser considerado uma avaliacdo complementar para servir de pardmetro na fiscalizacdo da
qualidade do sémen e deve ser realizado em associagdo com outros testes de avaliagdo espermadtica para predizer a
fertilidade de uma amostra de s€men criopreservado.
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