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Embora vérias técnicas analiticas tenham sido desenvolvi-
das para avaliar a qualidade espermatica (concentracao,
motilidade, viabilidade e morfologia), ndo hd em uso
rotineiro um teste simples que proporcione informacéao
completa sobre a qualidade do sémen.

Algumas avaliacdes esperméticas utilizadas rotineiramente
no Brasil levam em consideracao testes subjetivos, que
sédo fadados a equivocos, levando, portanto, a diagndsti-
cos imprecisos, além de exigirem uma capacitacao técnica
mais refinada.

Testes mais precisos e de facil realizacdo sdo necessarios
para a selecdo de animais em programas de melhoramento
genético e, especialmente, para aqueles cujo sémen se
destina a congelacéo.

O Resazurin (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-one 10-6xido), que
é um corante metabdlico, foi usado inicialmente para
detectar bactérias no leite (1945) e, posteriormente,
utilizado por Erb & Ehlers (1950) para testar sémen
bovino. Desde a década de 90, vem sendo empregado

com sucesso na previsao da fertilidade em varias espécies,
inclusive em humanos.

Pretendeu-se, com este comunicado técnico, apresentar
dentre as técnicas adotadas para avaliacdo da qualidade do
sémen, uma que seja de alta precisdo, de simples adocéo e
que nao requeira treinamento especializado, favorecendo
as atividades de veterinarios e de criadores de ovinos.

Principio do
Resazurin Teste
(REZt)

O desempenho reprodutivo depende de processos
metabdlicos, portanto, o acesso ao status metabdlico do
espermatozdide poderéa proporcionar informacées valiosas
sobre a capacidade fertilizante do sémen.

Trabalhos mostram uma correlacdo do REZt com a concen-
tracdo de adenosina trifosfato (ATP) no sémen de huma-
nos, espécie na qual os estudos estdo mais avancados.
Autores mencionam que a precisao e o valor progndstico
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do teste sdo similares aos dos mais sofisticados métodos
de determinacéo do ATP.

Os organismos vivos, animais e plantas, requerem um
suprimento continuo de energia para exercerem suas
funcdes. Essa energia é usada em todos os processos para
a manutencao do organismo vivo. Alguns processos
acontecem continuamente, tais como o metabolismo dos
alimentos, a sintese de importantes moléculas, como
proteinas e DNA, e o transporte de moléculas e ions
através do organismo. Outros acontecem somente em
determinado periodo, como a contracdo muscular e outros
movimentos celulares.

Os animais obtém energia através da oxidacao dos alimen-
tos, e as plantas através da luz do sol por meio da clorofila.
Contudo, antes de ser utilizada, a energia se transforma,
de modo que o organismo possa usa-la facilmente. Este
transportador de energia € a molécula de ATP.

O ATP consiste de um nucleotideo (com o acucar ribose) e
trés grupos de fosfato, que é utilizado pelo organismo
através da acdo de uma enzima (Fig. 1). Essa reacéo libera
energia que podera ser usada para a formacao de protei-
nas, contracao muscular, etc. Como produto, forma-se a
adenosina difosfato (ADP) e o grupo fosfato tanto termina
como ortofosfato (HP) , ou se liga a outra molécula. Se
mais energia for extraida pela remocao do segundo grupo
fosfato, ha a producao da adenosina monofosfato (AMP).

O Resazurin teste (REZt) proporciona uma avaliagao do
metabolismo do espermatozdide ativo, mostrando visual-
mente uma mudanca de cor durante determinado tempo. A
atividade da desidrogenase espermatica é manifestada pela
variacao da cor azul (resazurin) para réseo (resofurin) e, em
seguida, para branco (diidroresorufin).
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Fig. 1. Esquema gréfico da liberacdo de energia da molécola de ATP
Fonte: IRCC, 2006

Pesquisas tém apresentado resultados promissores com
relacdo ao REZt em vérias espécies. Em bovinos, obser-
vou-se alta correlacdo entre o teste e a taxa de fertilidade.
Em ovinos e suinos tem se observado uma correlacdo com
a qualidade do sémen. Pesquisas também tentam
correlacionar o Resazurin teste com a concentracéao
espermatica de espermatozdides vivos. Nesse contexto, a
técnica usada por Martin et al. (1999) (3,1 mg de
resazurin (0,9%) por 0,5 ml de amostra, revelou, em
ovinos, que o REZt foi capaz de predizer o nimero minimo
de espermatozdéides méveis. Portanto, vérios trabalhos
foram realizados determinando-se a concentracdo minima
de espermatozéides capaz de desencadear a reducéo da
cor de azul para réseo em “x” tempo e a concentracao
minima capaz de ndo provocar a reacao.

Resazurin Teste - A
Técnica

Varias metodologias sao utilizadas para avaliacdo do
sémen através do Resazurin. Algumas usam o
espectrofotémetro para melhor mensurar a variacédo de cor;
outras técnicas realizam o teste observando a variacédo a
olho nu, sem auxilio de equipamentos; existem as que
diluem o sémen, etc.

O objetivo deste trabalho foi eleger uma técnica simples,
sem o auxilio do espectrofotémetro e sem a necessidade
de diluir o sémen a ser avaliado, capaz de determinar a
qualidade do sémen através da predicdo da concentracao
de espermatozédides ativos/mL.

O sémen de seis reprodutores ovinos foi coletado, quinze-
nalmente, perfazendo um total de cinqlienta amostras, e
foram avaliadas caracteristicas como aspecto, volume (mL),
e concentracdo total de espermatozdides (x10°) e concen-
tracdo de espermatozdides ativos (x10°) através de
espectrofotémetro.

Vérias técnicas foram utilizadas, entre elas a de Dart et al.
(1994), Mahmoud et al.(1994), Zalata et al. (1998),
Martin et al. (1999) e Foote (1999). A técnica de Dart et
al. (1994) foi a escolhida em virtude da simplicidade e dos
resultados obtidos. Portanto, utilizando-se esse método,
adicionou-se 8,8 mg de Resazurin (0,9% em solucéo
salina) por mL de sémen, homogeneizou-se a amostra e
teve inicio o periodo de incubacdo a 37 °© C (Fig. 2). A
observacao da reacéo foi realizada a cada quinze segun-
dos, imediatamente apés a homogeneizacéao, e teve
duracao de quinze minutos.

Como exemplo, a Fig. 3 mostra o inicio da alteracéo de
cor do azul para o réseo. Vale mencionar que essa figura
retrata o experimento no qual observou-se que as amostras
1 e 2 apresentaram reducdo dentro de dez segundos, com



concentracdo espermatica ativa acima de 1,4 x 10°
espermatozéides, enquanto a amostra 3, com concentra-
céo abaixo de 1,4 x 10° demorou mais de quinze minu-
tos. O tempo despendido para reducao do azul para o
réseo e deste para o branco, revela a capacidade metabdli-
ca dos espermatozdides e sua relacdo com a qualidade do
sémen. A Fig. 4 mostra a reducédo do resofurin (réseo)
para diidroresofurin (branco), que também é um indicativo
da concentracdo de ATP nas células ativas. Com essas
observacoes, conclui-se que as amostras 1 e 2 apresentam
maior quantidade de ATP nas células espermaticas e
concentracao de espermatozéides ativos acima de 1,4 x
10°. Por conseguinte, esses espermatozoides apresentam
maior capacidade fertilizante (amostras 1 e 2) do que a
amostra 3, embora tenham apresentado mesma motilidade
progressiva inicial na anélise pés-colheita.

Fig. 2. Inicio da reducao do Resazurin exibindo coloracéo azul.

Fig. 3. Reducéo do Resazirun para resofurin com diferentes reacdes durente
mesmo periodo de tempo em trés ovinos da raca Santa Inés.
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Fig. 4. Reacéo apds 15 minutos de incubacao, apresentando o retorno do
réseo para o branco em trés ovinos da raca Santa Inés.
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De acordo com as observacées feitas, as amostras de
sémen que apresentaram reducao do azul para o réseo
dentro de sessenta segundos, apresentam melhor metabolis-
mo e qualidade espermaticas. Adicionalmente, em outro
teste, observou-se que alguns animais apresentaram um alto
escore de motilidade progressiva individual na primeira
leitura (90) com vigor 4 e, no REZt, ultrapassou os 60
segundos para mudar a coloracdo. Realizou-se entéo, apdés
30 minutos, a segunda leitura, que mostrou uma queda
acentuada na motilidade, corroborando com os resultados
do teste.

De acordo com os achados do presente trabalho e corrobo-
rando com os de Martin et al., (1999), sugere-se a seguinte
proposicao para avaliacdo do sémen através do REZt:

Concentracao de Resofurin Diidroresofurin
espermatozdides (min) (min)
vivos (x 109)
< 1,4 > 1 > 7,5
> 1,4 <1 < 6,0

Consideracées Finais

Tendo em vista a necessidade de disponibilizar um teste
viavel, de facil operacionalizacao, podendo ser realizado a
campo, eficiente em seus principios, e que, principalmente
nao seja subjetivo e assegure o menor erro possivel,
propde-se a utilizacdo do REZt como um teste complemen-
tar ou opcdo de avaliacao da capacidade espermatica para
selecdo de reprodutores ovinos.
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