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Resumo

A avaliacdo da eficacia reprodutiva do garanhdo e do sémen resfriado e/ou
congelado é de fundamental importancia na pratica reprodutiva dos equinos. Predizer
a fertilidade de um garanh&o constitui uma decisdo subjetiva. O presente estudo foi
realizado com o objetivo de testar diferentes técnicas de coloragéo, assim como testes
que avaliem a viabilidade do sémen de equinos, estudando os efeitos da adicdo de
cisteina e glutationa na integridade da membrana plasmatica, do DNA espermatico,
além de avaliar os efeitos da adicdo desses antioxidantes na preservacdo da
viabilidade dos espermatozdides submetidos a incubacdo e refrigeracdo por curtos
periodos.

Foi utilizado sémen de seis garanhdes, que foram fracionados em sete
amostras, sendo uma mantida como controle (Grupo Controle) e as outras foi
adicionado os antioxidantes cisteina, na propor¢cdo de 1,0mM (Grupo C1,0); 1,5mM
(Grupo C1,5); 2,5mM (Grupo C 2,5) e glutationa também na proporcdo de 1,0mM
(Grupo G1,0); 1,5mM (Grupo G1,5) e 2,5mM (Grupo G 2,5). Todas as analises foram
realizadas a cada seis horas. Os trés tratamentos foram: Tratamento | — resfriado a 12
°C, por 12 horas (zero hora; 6h resf.; 12h resf.), em caixas refrigeradas; Tratamento Il
— incubado em banho-maria a 37 °C, por 12 horas (6h 37° C; 12h 37° C) e Tratamento
lIl — resfriado e posteriormente incubado, conforme os Tratamentos | e Il. A avaliagcéo
da integridade da membrana plasmatica foi feita pela coloracdo eosina-nigrosina; da
membrana acrossomal pelo FITC-PSA e do DNA pela laranja de acridina. A avaliacdo
da viabilidade do sémen foi realizada pelo ensaio do MTT, de acordo com Mosmann
(1983).

Os resultados obtidos mostraram que os antioxidantes foram eficientes
(p<0,05) em manter a cromatina do DNA intacta, especialmente a glutationa. Na
membrana acrossomal houve protecdo dos antioxidantes, nos momentos 18 e 24
horas, sendo que nos demais tratamentos, ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos tratados e o grupo controle. O teste do MTT mostrou que 0S grupos
tratados com antioxidantes tiveram valores de absorbancia préximos aos do controle,
mostrando efeito positivo (p<0,05) apenas quando resfriados por seis horas, no grupo
cisteina 2,5. Em relacdo a membrana plasmética dos espermatozoides, corados por
eosina-nigrosina, ndo houve efeito protetor dos antioxidantes nas amostras avaliadas.
Um fator avaliado foi que o resfriamento, por si s6, independente da adigcdo dos
antioxidantes utilizados, ja foi eficaz em proteger os espermatozdides. E a incubacéo a



37° C causa danos a essas células, e a adi¢cdo de cisteina e glutationa foi eficiente em,
sendo proteger, mas manter a integridade dos fatores avaliados, ndo causando mais

danos aos espermatozdides.

Palavras chaves: cisteina, glutationa, MTT, FITC-PSA, laranja de acridina,
espermatozéide, garanhéo
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Abstract

The evaluation of the reproductive capacity of stallions and semen cooled and /
or frozen is of fundamental importance in practical breeding of horses. Whereas
predicting the fertility of a stallion is still a subjective decision, the present study was
conducted to evaluate different staining techniques, as well as tests that assess the
viability of semen in horses, studying the effects of the addition of cysteine and
glutathione in plasma membrane integrity of sperm DNA, and to evaluate the effects of
the addition of these antioxidants in preserving the viability of sperm undergoing

incubation and refrigerated for short periods.

We used semen from six stallions, wich were split into seven samples, one kept
as control (Control Group) and other antioxidants cysteine was added at a ratio of 1.0
mM (Group C1, 0), 1.5 mM (Group C1, 5), 2.5 mM (Group C 2.5) and glutathione also
at 1.0 mM (Group G1, 0), 1.5 mM (Group G1, 5) and 2.5 mM (Group G 2.5). All tests
were performed every six hours. The three treatments were: Treatment | — cooled to 12
°C for 12 hours (zero hour; 6h resf.; 12h resf.) Chilled in boxes; Treatment Il —
incubated in a water bath at 37 °C for 12 hours (6h 37 ° C, 12h 37 ° C) and Treatment
Il - cooled and subsequently incubated, according to the treatments | and Il. The
evaluation of plasma membrane integrity was performed by staining eosine-nigrosin;
acrosomal membrane by FITC-PSA and DNA by acridine orange. For each analysis
were numbered 200 to 500 cells. The evaluation of the viability of sperm was

performed by MTT assay according to Mosmann (1983).

The results showed that antioxidants were effective (p <0.05) in keeping the
DNA intact chromatin, especially glutathione. In the acrosome of antioxidants were
protective, at times 18 and 24 hours, and in other treatments, no significant difference
(p> 0.05) between control and treated groups. The MTT test showed that groups
treated with antioxidants had absorbance values similar to those of control, showing
positive effect (p <0.05) only when cooled by six o'clock in the cysteine group 2.5. In
relation to the plasma membrane of spermatozoa stained with eosin-nigrosin, no
protective effect of antioxidants in the samples. The values of their averages were
close to the control group (p> 0.05). One factor was estimated that cooling per se,

independent of the addition of antioxidants used, has been effective in protecting the



sperm. And the incubation at 37 ° C causes these cells, and the addition of cysteine

and glutathione were efficient, if not protect, but to maintain the integrity of the factors

evaluated, not causing more damage to sperm.

Keywords: cystein, glutathione, MTT, FITC-PSA, acridine orange, spermatozoa,
stallion
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