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RESUMO 

A resposta de espermatozóides equinos ao desafio da refrigeração a 12ºC e incubação 
a37ºC após a adição de cisteína e glutationa em diferentes concentrações foi avaliada em 
amostras de seis garanhões, submetidas a resfrigeração a 12°C (T1), incubação a 37°C (T2) ou 
à refrigeração a 12°C/12 horas seguido de incubação a 37°C/12 horas (T3). A viabilidade dos 
espermatozóides foi avaliada pelas lesões de DNA, a integridade do acrossoma e da viabilidade 
celular. Houve efeito protetor dos antioxidantes sobre as variáveis avaliadas, com dependencia 
da concentração e do tempo de refrigeração ou incubação. Maiores danos foram causados no 
T3, sendo que a adição de cisteína e glutationa foi eficiente em manter a integridade de DNA, 
do acrossoma e a viabilidade celular. 

 
Palavras-chave: cisteína, glutationa, gametas, estresse oxidativo. 
 

INTRODUÇÃO 
A preservação do sêmen é um manejo importante na utilização de biotécnicas 

reprodutivas em equinos. A membrana do espermatozóide contém grandes quantidades de 
ácidos graxos insaturados susceptíveis à peroxidação, com perda da integridade da membrana e 
função celular, além da redução da motilidade espermática. As espécies reativas ao oxigenio 
(EROS) influenciam a função espermática e o desequilíbrio entre produção e degradação 
prejudica essa célula1. O estresse oxidativo causado pelo peróxido de hidrogênio altera a função 
mitocondrial levando à apoptose2. Por estarem sujeitos a condições aeróbias os 
espermatozóides sofrem o efeito paradoxo do oxigênio1 e são susceptíveis às EROS por serem 
deficientes em enzimas protetoras, já que perderam grande parte do citoplasma durante a 
espermiogênese. Alguns garanhões de alto valor genético são conhecidos como “poor coolers” 
porque a qualidade do sêmen refrigerado diminui em comparação com o sêmen fresco3. Esse 
estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito da adição de cisteína e glutationa 
sobre espermatozóides equinos mantidos sob temperatura de refrigeração a 12ºC e incubação a 
37ºC mimetizando, respectivamente, as condições de transporte e do meio ambiente fisiológico 
dentro do trato reprodutivo da égua durante a inseminação artificial. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
O estudo foi realizado nos laboratórios do Setor de Reprodução Animal e de Bioquímica 

Celular da Universidade Federal de Goiás. Semen de seis garanhões hígidos foi obtido por meio 
de vagina artificial. As amostras foram diluídas na proporção de uma parte de semen para uma 
parte de meio contendo leite em pó desnatado, glicose, bicarbonato de sódio e amicacina 
(BOTUMIX®) e fracionadas em sete alíquotas para a adição de 1,0; 1,5 e 2,5mM de cisteína (C) 
ou glutationa (G) e sem adição de antioxidantes (Controle). As alíquotas foram fracionadas em 
tubos de 1,5 mL, fechadas e submetidas a um dos três tratamentos: Refrigeração 12°C por 12 
horas (T1); Incubação em banho-maria a 37°C por 12 horas (T2) e Resfrigeração a 12ºC/12 
horas seguida por incubação a 37ºC/12 horas (T3). Avaliações espermaticas foram realizadas a 
cada seis horas, sendo a Hora Zero imediatamente após a adição dos antioxidantes ou no 
semen fresco (Controle), determinando-se motilidade e vigor espermaticos4; lesões de DNA em 
esfregaços corados com laranja de acridina5 e integridade do acrossoma com a sonda 
fluorescente isotiocionato de fluoreceína conjugada à aglutinina de Pisum sativum (FITC-PSA1), 
contando-se 200 células, assim como a viabilidade celular pela redução de sais de tratrazólio 
(MTT6), que depende da habilidade de células metabolicamente ativas em reduzir o sal de 
tetrazólio em formazan. Foi utilizado com espermatozóides equinos mostrando resultados 
confiáveis, em virtude da forte correlação com a atividade mitocondrial, viabilidade do sêmen e 
integridade acrossomal7 ressaltando-se a alta reprodutibilidade e utilização em análises de 
rotina. Sua interpretação depende do acúmulo de grânulos de formazan em torno da peça 
intermediária do espermatozóide7. As médias dos resultados obtidos em cada tratamento foram 
submetidas à análise de variancia utilizando o softwarel GraphPad 5.03. As diferenças foram 
consideradas significativas quando p<0,05. 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Nas Tabelas 1, 2 e 3 estão os resultados de lesões do DNA, integridade do acrossoma e 

do MTT nos tratamentos. A integridade do DNA espermático é necessária para a transmissão da 
informação genética e quando mais de 30% dos espermatozóides apresentam lesões no DNA a 
fertilidade será reduzida8. Maior número de DNA lesado foi verificado no T2 com diferença 
(P<0,05); com maior efeito positivo da glutationa. A estabilidade do DNA espermático é 
relacionada com as protaminas P1 e P29 e a ocorrência das duas no espermatozóide equino 
reduz essa estabilidade em comparação às espécies com apenas P110. A manipulação do 
espermatozóide para refrigeração e congelação aumenta a fragmentação do DNA e contribui 
para declínio da qualidade espermática do garanhão e parecem ser conseqüência do estresse 
oxidativo10,11. No T2 houve declínio no número de células com acrossoma intacto com diferenças 
(p<0,05) entre os momentos, sem mostrar o efeito dos antioxidantes, o que foi verificado nas 
amostras refrigeradas (T1 e T3), mostrando a ação dessas substancias sobre o acrossoma 
equino armazenado sob refrigeração, procedimento comum para transporte de semen. A reação 
acrossomal é  essencial na fertilização, assim como a liberação de enzimas para a penetração na 
zona pelúcida e fusão com a membrana do oócito. Os resultados mostraram que a refrigeração 
ou incubação por seis e 12 horas diminuiu o número de células com acrossoma íntegro. A 
membrana dos espermatozóides de mamíferos apresenta alta concentração de ácidos graxos 
poliinsaturados de cadeia longa, tornando-o susceptível à peroxidação lipídica1.  Os resultados 
de MTT referem-se a quatro momentos de avaliação. O efeito protetor dos antioxidantes foi 
proporcional à concentração utilizada (P<0,05), verificando-se diferenças já quando os 
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antioxidantes foram adicionados (H0), permanecendo até a H6 em 
refrigeração, sendo que para a cisteína houve dependencia tambem da concentração, pois a 
adição de 2,5 mM de cisteína ao semen foi capaz de preservar a viabilidade espermática nesse 
momento de avaliação. 
 
Tabela 1. Médias±EPM de espermatozóides com lesões de DNA após resfrigeração por seis/12 horas 

(T1), incubação a 37ºC por seis/12 horas (T2) e  posterior incubação a 37 ⁰C por seis/12 horas (T3). 

  T1 T2 T3 

  H0 H6 H12 H6 H12 H18 H24  

Controle 0,2 ± 0,1 3,6 ± 0,6
a
 6,2 ± 1,5

a
 11,6 ± 2,6a 36,6 ±2,7a 13,8 ± 1,5a 16,6 ± 1,6a 

C 1,0 0,3 ± 0,1 1,0 ± 0,25
b
 2,8 ± 0,8 5,3 ± 1,9 8,1 ± 2,3b 7 ± 1,5b 9,0 ± 1,5b 

C 1,5 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1
b
 2,6 ± 0,95 6,8 ± 2,6 8,5 ± 2,6b 5,2 ± 1,8b 7,3 ± 1,6b 

C 2,5 0,3 ± 0,1 2,8 ± 0,6 2,8 ± 0,7 3,8 ± 1,5 8,3 ±2,15b 4,6 ± 1,5b 6,8 ± 2,4b 

G 1,0 0,2 ± 0,1 3,0 ± 0,6 1,6 ± 0,5
b
 2,3 ± 1,1b 3,5 ± 1,8b 3,3 ± 1,7b 4,2 ± 1,5b 

G 1,5 0,3 ± 0,1 0,8± 0,5
b
 0,3 ± 0,2

b
 2,5 ± 1,4b 3,16 ±2,0b 1,6 ± 0,9b 1,5 ± 0,9b 

G 2,5 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1
b
 0,3 ± 0,3

b
 1,2 ±0,9b 3,3 ± 2,1b 0,8 ± 0,3b 1,1 ± 0,8b 

a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05) 

Tabela 2. Médias±EPM de espermatozóides com acrossoma íntegro após resfrigeração por seis/12 horas 

(T1), incubação a 37ºC por seis/12 horas (T2) e  posterior incubação a 37 ⁰C por seis/12 horas (T3). 

  T1 T2 T3 

  H0 H6 H12 H6 H12 H18 H24  

Controle 150,0 ± 11,0 118,7 ±10,2 98,6 ± 7,3 101,5 ± 6,6 65,5 ± 9,0 34,2 ± 2,2a 3,0 ± 1,7a 

C 1,0 151,5 ± 11,5 133,8 ± 11,5 107,3 ± 8,0 109,0 ± 6,0 82,3 ± 5,9 70,8 ± 7,8b 12,5 ± 2,8b 

C 1,5 153,2 ± 10,0 134,7 ± 11,4 105,2 ± 7,8 107,0 ± 7,4 80,3 ± 4,6 71,3 ± 7,7b 12,2 ± 1,3b 

C 2,5 156,3± 11,0 136,5 ± 11,0 103,2 ± 7,7 107,8 ± 6,8 82,5 ± 4,7 70,5 ± 7,4b 12,0 ± 1,3b 

G 1,0 153,7± 11,0 143,8 ± 10,6 103,3 ± 7,5 109,2 ± 8,4 82,1 ± 4,7 73,0 ± 7,3b 14,1 ± 2,0b 

G 1,5 152,2 ± 11,0 140,8 ± 9,5 102,0 ± 8,4 109,2 ± 8,3 80,6 ± 5,5 70,5 ± 7,0b 14,0 ± 1,7b 

G 2,5 153,3 ± 11,4 136,7 ± 9,6 102,7 ± 8,6 109,2 ± 8,7 80,0 ± 5,4 74,0 ± 7,1b 13,3 ± 1,3b 
a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05) 

 
Tabela 3. Médias ± EPM dos valores de absorbância (570 e 690nm) obtidos no ensaio MTT após após 
resfrigeração por seis/12 horas (T1), incubação a 37ºC por seis/12 horas (T2) e  posterior incubação a 37 

⁰C por seis/12 horas (T3). 

  T1 T2 T3 

 H0 H6 resfrigeração H6 incubação H24 incubação 

Controle 0,751±0,03a 0,658±0,02a 0,510±0,05 0,391±0,02 

C 1,0 0,872±0,06b 0,814±0,06 b 0,559±0,05 0,434±0,03 

C 1,5 0,921±0,09b 0,804±0,08 b 0,580±0,06 0,443±0,05 

C 2,5 0,922±0,08b 0,962±0,05c 0,589±0,04 0,434±0,04 

G 1,0 0,764±0,07a 0,812±0,05 b 0,551±0,05 0,367±0,05 

G 1,5 0,900±0,02b 0,886±0,07 b 0,553±0,04 0,398±0,04 

G 2,5 0,969±0,05b 0,827±0,07 b 0,591±0,03 0,481±0,05 

a,b letras diferentes na mesma coluna diferem (p<0,05) 
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A habilidade celular em reduzir os sais de tetrazólio está diretamente 
relacionada à atividade mitocondrial, e sendo o espermatozóide uma célula rica em 
mitocondrias, essa redução ocorre mais rapidamente11, e os resultados expostos podem refletir 
a resposta e qualidade dos espermatozóides submetidos aos tres tratamentos12,13, e evidenciam 
o efeito protetor dos antioxidantes sobre as células mantidas sob refrigeração para transporte. 

 
CONCLUSÕES 

A adição dos antioxidantes cisteína e glutationa ao sêmen de garanhões foi eficiente em 
preservar a integridade do DNA, da membrana acrossomal e a viabilidade celular após a 
refrigeração para transporte e a incubação em temperatura e tempo semelhantes aqueles 
presentes após a inseminação artificial com semen fresco, representado pelas amostras controle 
na Hora Zero, ou refrigerado. 
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