DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2024.014

.A,Blz_)/f\l_\/ Anais da VIII Reunido Anual da Associacdo Brasileira de Andrologia Animal
[\ T/ \7\ Campo Grande, MS, 13 a 15 de junho de 2024.

Brasileira de Andrologia Animal

Teste de termorressisténcia (TTR): quando e como utilizar?

Juliana Corréa Borges Silva!”, André Maciel Crespilho?***

"Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, Brasil; ?Central Bela Vista, Botucatu, SP, Brasil; Universidade Santo
Amaro, Sao Paulo, SP, Brasil

Resumo

Na tentativa de mimetizar o desafio vivenciado pelos espermatozoides durante o trajeto pelo trato
reprodutor feminino Dimitropoulous (1967) foi quem primeiro sugeriu a adogdo de um teste de
termorresisténcia (TTR), que logo se popularizou como metodologia capaz de agregar maior acuracia na
predigdo laboratorial do potencial de fertilidade espermatica. Embora de facil e rapida execugdo, uma série
de fatores podem influenciar os resultados do teste, dificultando a interpretagdo e, por consequéncia,
interferindo na avaliacdo da real aplicabilidade do TTR no contexto na analise de qualidade do sémen
bovino. Essa revisdo tem por objetivo apresentar as bases tedricas dos testes de termorresisténcia, suas
variacdes, interacdes e fatores de influéncia, discutindo aspectos relacionados a sua aplicabilidade e
limitagdes como teste de qualidade (in vitro) e fertilidade do sémen bovino utilizado em programas de
inseminagao artificial.
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Abstract

Developed to mimic the challenge experienced by spermatozoa during the journey through the
female reproductive tract, Dimitropoulous (1967) was the first one who suggested the use of
thermoresistance tests (TRT), after that, the test has become popular as a methodology capable of adding
accuracy to laboratory prediction of bovine semen fertility. Although easy and quick to perform, there are
multiple factors that can influence the test, resulting in misinterpretation and difficulty the evaluation of
applicability of TRT in the context of bovine semen analysis. This review aims to present the theoretical
bases of thermoresistance tests, their variations, interactions and influencing factors, discussing aspects
related to their applicability and limitations as a quality control test (in vitro) and for evaluation of fertility
potential of frozen-thawed semen used for artificial insemination programs.
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Introducao

A fertilidade do sémen em programas de inseminacdo artificial representa uma caracteristica
multifatorial, que depende da qualidade do manejo do rebanho, da propria técnica de inseminagdo, do
inseminador, da fertilidade das fémeas, do momento correto para realizagdo das inseminagdes, da fertilidade
do macho (efeito touro) e da qualidade do sémen (Selem et al., 2015). Mesmo frente a multifatoriedade de
caracteristicas que exercem influéncia sobre a fertilidade, pesquisadores e industria de todo o Mundo t€ém
buscado ao longo das tltimas décadas o desenvolvimento de ensaios laboratoriais capazes de predizer com
acuracia o potencial de fertilizacdo de amostras de sémen. Tal objetivo, segundo Graham e Mocé (2005)
representa um desafio cientifico de dificil transposic¢éo, tendo em vista a propria complexidade da célula
espermatica, que depende de multiplos atributos, incluindo aspectos fisicos (integridade das membranas
plasmatica e acrossomal, integridade de DNA), bioquimicos (atividade mitocondrial para geracdo de
energia para movimentagao, interagdo com ions, proteinas, lipideos, miRNAs e moléculas regulatorias) e
funcionais (capacidade de iniciar processo de hiperativacdo, reagdo acrossomal, interagdo com zona
pelicida e membrana do ovdcito, descondensacdo do DNA e realizacdo da singamia).

Dessa forma, na tentativa de desenvolver um teste laboratorial multiparamétrico, capaz de
mimetizar os desafios vivenciados pelos espermatozoides depositados no trato reprodutor feminino, que
dependem da manutenc¢do de padrdo metabolico adequado, garantindo movimentac¢do por longos periodos
para acessar o ovocito nas tubas uterinas, Dimitropoulos (1967) prop6s a condug@o dos chamados testes de
termorresisténcia (TTR). Embora os testes de termorresisténcia tenham sido propostos ha décadas e
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implementados em muitos laboratérios de andrologia em todo o Mundo, até o presente pairam duvidas a
respeito da real aplicabilidade do TTR, justificando o presente trabalho de revisdo critica a respeito do tema.

Historico e conceito do teste

O teste de termorresisténcia ou simplesmente TTR foi incialmente proposto por Dimitropoulos em
1967 que utilizou periodo de incubagdo de 5 horas a 38°C como metodologia para determinacdo do
potencial de fertilizagdo do sémen bovino. Embora o teste inicialmente proposto tenha se mostrado uma
alternativa viavel para andlise de sémen bovino, o longo periodo dispendido para incubagdo das amostras
motivou o mesmo pesquisador a propor um teste mais rapido, contando com incubagdo de apenas 30
minutos, porém sob uma faixa de temperatura mais elevada (46°C). Dessa forma surgiu a base do que nos
tempos atuais sdo conhecidos como testes de termorresisténcia lento (TTRL) e rapido (TTRR), que utilizam
a mesma base metodologica, composta pela analise de movimento espermatico apds periodos variaveis
(tempo e temperatura) de incubago.

Descritos e empregados para analise de qualidade de sémen de diferentes espécies (domésticas e
selvagens) o teste possui sua fundamentagdo teorica relacionada a propria cronologia do processo de
reprodugdo animal: fémeas iniciam sintomatologia (fisica, endocrinoldgica, comportamental) de estro com
aceitagdo da monta do macho previamente a ocorréncia do processo ovulatdrio, exigindo que
espermatozoides depositados no trato reprodutor feminino possuam longevidade (TTRL) e resiliéncia
(TTRR e TTRL) suficientes para acessar o ovocito feminino e realizar o processo de fertilizagdo. Dessa
forma, para amostras de s€émen bovino com adequado potencial de fertilidade se esperam valores minimos
de motilidade total de 15% para sémen pds-descongelacdo e 70% para sémen fresco apos a condugado dos
testes de incubacdo (CBRA, 2013; Talini et al., 2019).

Variacoes metodologicas (tipos de testes) para conducio do TTR

Diferente de analises estruturais e/ou funcionais conduzidas em microscopia de fluorescéncia ou
citometria de fluxo, do ponto de vista metodologico, os testes de termorresisténcia apresentam baixa
complexidade operacional, semelhante a analise convencional de motilidade espermatica, o que facilita a
adocdo por laboratérios com diferentes niveis de tecnificagdo. No entanto, diversas s@o as variagdes para o
TTR que podem ser encontradas na literatura, cendrio que muitas vezes dificulta a comparacao de resultados
entre diferentes laboratdrios, mesmo para analises conduzidas para as mesmas partidas de s€émen.

Tempo e temperatura de incubacio

Além dos originalmente propostos testes de termorresisténcia lentos (incubagdo por 5 horas) e
rapidos (30 minutos) uma gama de diferentes combinagdes de tempos e temperaturas de incubagdo podem
ser encontrados na literatura. Nesse sentido Benvenuto et al., (2022) testaram 3 variagdes do teste de
termorresisténcia rapido a 46°C (incubag@o por 30, 45 ¢ 60 minutos) e 3 do lento a 38°C (3, 5 ¢ 8 horas)
para analise de sémen bovino pds-descongelagio; nesse estudo os autores observaram maiores médias para
motilidade total (MT) e progressiva (MP), além de maior propor¢édo de espermatozoides integros em doses
de sémen submetidas a TTRL em relacdo ao mesmo material avaliado pds testes rapidos de incubacdo, sob
temperatura de 46°C. Da mesma forma, Talini et al. (2019) também observaram maior preservagao de
motilidade para amostras incubadas a 38°C em relacdao aquelas submetidas a temperatura de 46°C; em
relagdo ao TTRL os autores ainda relataram relagao inversa entre tempo de incubacdo (1 hr, 3 hrs ou 5 hrs)
a 38°C e motilidade espermadtica, concluindo que a expansdo do periodo de incubagdo acarreta em
esgotamento metabdlico celular.

De acordo com Borges, (2008) uma outra opgédo de teste representa o TTR lento modificado ou
fisiolégico (TTRLM), que consiste na incubagdo das amostras por um periodo de 3 horas a 37°C, sendo
verificado o vigor e percentual de células com motilidade progressiva a cada 60 minutos, ao longo do
periodo de incubagédo de 3 horas (TO, T1hr, T2hrs e T3hrs). Além da rapidez do teste em comparagdo ao
tradicional TTRL, a técnica de TTRLM permite melhor avaliagdo do grau de resiliéncia espermatica ao
longo do periodo de incubagdo. De maneira geral, nas provas de TTRLM se espera a reducdo de 5 a 10
pontos percentuais para os valores de motilidade espermatica total a cada hora de incubagdo do sémen na
faixa de temperatura entre 37°C e 38°C.

Embora a grande maioria dos estudos concorde que o TTRL representa uma metodologia “mais
gentil”, permitindo a incubagdo do sémen sob faixas de temperatura mais proximas as fisiologicamente
encontradas no trato reprodutor feminino, torna-se importante reiterar o objetivo primdrio dos testes de
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incubagdo, que representa a avaliagdo de longevidade e resiliéncia espermatica. De acordo com Barnabé et
al. (1981) pode-se observar correlagdo significativa entre os testes rapidos e lentos, sendo que a praticidade
e menor consumo de tempo do TTRR pode representar fator determinante para sua escolha.

Dessa forma, ¢ possivel concluir que ndo ha um consenso sobre qual a melhor metodologia a ser
utilizada. Questdes como qual o melhor microambiente para o teste (células incubadas em temperaturas
proximas ao fisioldgico ou estresse térmico celular em condigdes suprafisioldgicas?), quais as principais
diferencas e semelhangas entre TTRR e TTRL, vantagens ¢ desvantagens de cada tipo de analise, entre
outras questdes ainda permanecem sem uma defini¢do clara na literatura.

Independentemente do tipo de teste de termorresisténcia, torna-se importante destacar que muitos
fatores podem influenciar os resultados do TTR, como a auséncia ou tipo de diluidor utilizado, o tempo e
temperatura de incubagdo, o volume das amostras, concentracao de espermatozoides, o método de avaliacao
da motilidade (subjetiva ou CASA); dessa forma, torna-se imperativo que todas as fontes de variagdo sejam
consideradas e criticamente avaliadas para que seja possivel estabelecer maior padroniza¢do no uso do
TTR, agregando maior repetibilidade ao teste.

Correlagdoes TTR e qualidade do sémen in vitro

Oliveira et al. (2017) destacaram a importancia da condugdo de ensaios que promovam o estresse
dos espermatozoides previamente a realizacdo dos testes laboratoriais para analise de qualidade
espermatica; de acordo com os autores, a indug@o do estresse aumenta a chance de diagnoéstico de alteragdes
espermaticas subletais, ndo manifestas imediatamente p6s-descongelagdo do s€émen. Frente a esse conceito
basico diversos estudos anteriores buscaram associar os resultados dos testes de termorresisténcia com
diferentes caracteristicas de qualidade do s€émen de diversas espécies. Nesse sentido, Barnabé et al. (1981)
encontraram correlacdes significativas (r=0,3) entre integridade acrossomal e motilidade progressiva pos-
TTR rapido (descongelagdo e posterior manutengdo em banho-maria a 45°C por 1 hora) de espermatozoides
bovinos, indicando ainda que & medida que a motilidade decai ao longo do TTR se observa aumento das
alteragdes morfologicas de acrossomo. Da mesma forma Siqueira et al., (2007) observaram correlagdes
positivas (r=0,64; P<0,05) entre a integridade da membrana plasmatica avaliada por meio de teste
hiposmético e a motilidade espermatica pos-TTR lento.

Em recente levantamento de dados (Central Bela Vista, 2024; dados ndo publicados) foram
computadas 9227 inseminagoes artificiais em tempo-fixo (IATF) em uma mesma propriedade comercial,
utilizando 11 diferentes reprodutores da raga Nelore; todas as partidas de sémen empregadas na IATF foram
previamente submetidas a analise de movimento espermatico (CASA, pos-descongelacdo e apds TTRR),
integridade de membrana plasmatica (microscopia de fluorescéncia) e avaliacdo morfoldégica (contraste de
interferéncia diferencial). Nesse estudo foram observadas correlagdes negativas entre os resultados de
motilidade espermatica total (MT) e progressiva (MP) pos-TTRR (46°C/30 minutos) com o percentual de
defeitos maiores (r=-0.37 e r=-0,32, respectivamente; P<0,0001). Correlac¢des significativas também foram
observadas para MT e MP pos-TTRR com a integridade de membrana plasmatica pds-descongelagdo
(r=0,22 e 0,18, respectivamente; P<0,0001), reiterando a existéncia de relagdo (mesmo que de baixa
intensidade) entre os resultados dos testes de incubagdo com parametros estruturais de espermatozoides
bovinos.

Correlacoes entre TTR e fertilidade do sémen bovino

A despeito das correlagdes positivas entre os resultados da analise de movimento pds-TTR e a
qualidade do sémen de diferentes espécies, a relagdo dos testes de termorresisténcia com fertilidade in vivo
permanece sem uma defini¢do clara na literatura. De acordo com Vianna et al. (2009) amostras de s€émen
bovino com alto percentual de células moveis pos-TTR podem determinar resultados semelhantes (para
certos touros até resultados inferiores) em relag@o a partidas de sémen com baixo padrdo de movimento
pos-incubagdo. De acordo com os autores, ambos os testes de incubagdo (TTRR e TTRL) apresentam baixas
correlagoes com fertilidade (= 0,11 e r=0,14, respectivamente).

Talini et al. (2019) observaram correlagdes significativas entre os resultados da avaliagdo de
movimento espermatico pds TTRR e TTRL com a taxa de concepgdo de vacas multiparas submetidas a
protocolo de TATF; no entanto, tais correlagdes se mostraram negativas nesse estudo (r=-0,64 e r=-0,75,
respectivamente para TTRL de 3hrs e Shrs) indicando aplicabilidade restrita dos testes de incubagdo como
ferramentas preditivas de fertilidade de doses de s€men bovino congelado.

Embora os testes de incubagdo sejam populares em boa parte dos laboratorios de andrologia, sdo
escassos estudos atuais que avaliam as possiveis relagdes entre os resultados do TTR e a fertilidade do
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sémen bovino. De acordo com a experiéncia dos autores e com base em estudos publicados anteriormente
(Dimitropoulos, 1967; Arruda et al., 1992; Silva, 2000), se assume a existéncia de correlagdes entre os
resultados do TTR e fertilidade in vivo, porém tais associa¢des sdo de baixa intensidade e com limitado
potencial preditivo para as taxas de concep¢do em programas de inseminacdo artificial. No entanto, a
associacao dos resultados das provas de termorresisténcia com outras variaveis de qualidade espermatica
(analises cinéticas, estruturais e funcionais) melhoram o poder preditivo dos testes laboratoriais, permitindo
a criagdo de modelos matematicos mistos capazes de explicar com maior acuracia as variagdes de fertilidade
observadas para doses de sémen bovino congelado (Sellem et al., 2017; Silva et al., 2023).

Consideracoes

Os testes de termorresisténcia representam métodos praticos e de facil implantagdo em laboratorios
dos mais variados niveis de tecnificagdo, justificando a ampla difusdo em Centros de Andrologia de todo o
mundo. Mesmo apresentando baixo nivel de dificuldade para execugdo, ndo existe consenso sobre a melhor
metodologia (tempo de incubagdo, temperatura, forma de leitura, interpretagdo) para realizagdo do TTR,
dificultando a padronizagdo da técnica. Embora os testes de incubagdo representem analises do grau
resiliéncia e longevidade espermatica (fatores importantes para a ocorréncia do processo de fertilizag@o),
geralmente os resultados do TTR apresentam baixas correlagdes com fertilidade in vivo quando
considerados isoladamente.
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