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ABSTRACT

Folic acid is closely linked to cobalamin, which is a carrier of hydroxymethyl and ant groups. The objective of
this work was to evaluate the effect of adding folic acid to the TRIS-yolk diluter and possible effect on the
membrane, mitochondria and acrosome of sheep sperm after thawing the semen. There were six sheep and seven
collections of each animal in sessions between 48 and 72 hours. After collection and analysis, the semen samples
were mixed and submitted to the formation of a pool. Diluted in TRIS-yolk medium, and divided into 3 groups;
Group control; Group 2: 10,000 uM of folic acid and in Group 3: 5000 uM of folic acid. Subsequently, the
semen samples were packaged in 0.25 mL straws and processed in a semen freezing machine. After a few days,
the semen was thawed and evaluated: plasma membrane integrity, acrosome function and integrity. They were
analyzed using an analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test, using SAS. The addition
of a micronutrient with potential antioxidant action in the semen indicates that it can reduce the action of free
radicals that alter the plasma membrane and sperm DNA. The evaluation of the plasma membrane integrity,
mitochondrial activity and the acrosome integrity of post-thawed sperm were not significantly different between
the groups evaluated. Thus, it is concluded that the addition of folic acid in concentrations of 5000 uM and
10000 pM to the TRIS-yolk seminal diluter does not significantly influence the variables evaluated in this
experiment.
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INTRODUCAO

A ovinocultura ¢ uma atividade econdémica em expansdo no Brasil, em nosso
territorio, o consumo de produtos de origem animal tem se destacado, sobretudo o consumo
de carne ovina, demonstrando que a ovinocultura ¢ um ramo promissor. O nordeste do Brasil
¢ classificado como uma regido propicia para desenvolver atividades econdmicas envolvendo
a espécie ovina (FIGUEIREDO et al., 2019).

Em outra perspectiva, buscando minimizar os danos causados pela criopreservagao,
estudos destacam a utilizagdo de antioxidantes ¢ a modificacdo dos meios diluidores. Os
antioxidantes sao compostos bioldgicos e quimicos que podem reduzir o excesso de radicais
livres (VIDAL et al., 2013).

O 4cido folico esta intimamente ligado a cobalamina, sendo este um transportador de
grupos hidroximetilo e formilo. Uma de suas fun¢des mais importantes € a sintese de purinas
e timinas. Por isso, tanto o 4cido folico como a cobalamina sdo necessarios para a replicacao
dos genes celulares. Possivelmente, isso explique uma das principais fungdes do acido folico
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que ¢ a multiplicacdo celular e a estimulacdo do crescimento (AL-MASKARI et al., 2012).
Nessa perspectiva, objetivou-se avaliar o efeito da adi¢do do 4cido folico ao diluidor TRIS-
gema e possivel efeito na membrana, mitocondria e acrossoma dos espermatozoides ovinos
apo6s descongelacao do sémen.

MATERIAL E METODOS

Local, reprodutores e coletas de sémen

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Reprodug¢do Animal
da Universidade Federal do Piaui (LBRA/UFPI), no municipio de Teresina/Piaui. Como
doadores de sémen, foram seis ovinos da raca Santa Inés, em idade reprodutiva (3-4 anos),
com escore corporal 3-4 (escala de 1-5). A pesquisa foi aprovada no Comité de Etica em
Experimentacao Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI; protocolo n°® 03/15).

Para a obtengdo dos ejaculados, foram realizadas sete coletas de cada animal pelo
método de vagina artificial, com auxilio de uma fémea em estro, em sessdes de coletas
intercaladas entre 48 e 72 horas. Os ejaculados foram analisados conforme normas do Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013).

Processamento do sémen

Ap6s colheita e analise macro e microscopica, as amostras de sémen dos ovinos
foram misturadas e submetidas a formacdo de um pool. Em seguida, diluido em meio TRIS-
gema, e dividido em 3 grupos; Grupo 1: controle; Grupo 2: adicionado ao diluidor 10000uM
de acido folico; e no Grupo 3: adicionado 5000uM de acido folico, de maneira que cada dose
inseminante tivesse 50 x10° sptz. Posteriormente, as amostras de sémen foram envasadas em
palhetas de 0,25mL e processadas em méaquina de congelagio de sémen (modelo TK 3000®,
TK tecnologia em Congelagdo Ltda, Brasil). Para o processo de descongelagdo, uma amostra
de cada colheita foi retirada do nitrogénio liquido e colocada em banho-maria a 37 °C/30seg.

Analises do sémen

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizado o método de
coloragdo dupla com Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) e lodeto de Propidio (IP),
conforme descrito por COLETO et al. (2002). A fun¢dao mitocondrial foi determinada pela
utiliza¢ao de um fluorocromo catiénico lipofilico JC-1 (GUTHRIE e WELCH, 2006).

A integridade do acrossoma foi avaliada diluindo-se 10uL de sémen em 990uL de
solugdo TRIS (ROTH et al., 1989). Apds o preparo das laminas fez se a leitura em
microscopio de fluorescéncia (OLYMPUS, Germany). Foram contados 200 sptz/lamina.

Analise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como médias+desvio da média. Os efeitos do
acido folico foram analisados utilizando uma analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Newman-Keuls, utilizando o Statistical Analysis System (SAS). Os valores foram
determinados a ser significativos quando p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de um micronutriente com potencial acao antioxidante no s€émen indica
que ele pode reduzir a agdo dos radicais livres que alteram a membrana plasmatica e 0 DNA
espermatico. Isso causaria a diminuicdo do numero de espermatozoides com formas
anormais, MAIA (2009) demonstra que a redu¢cdo do nimero de espermatozoides anormais
poderia diminuir também a quantidade de ROS no sémen. Desta maneira, se houvesse um
equilibrio entre a producao de ROS e a quantidade de antioxidantes, reduziria bastante os
danos provocados pelos radicais livres nas biomoléculas.

Na Tab. 01, estdo representados os resultados do teste de integridade da membrana
plasmatica dos espermatozoides, avaliados por meio de sondas epifluorescentes. Nesse
parametro, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos estudados.

Tabela 01: Médias e desvios-padrao da avaliagdo da integridade da membrana plasmatica
dos espermatozoides ovinos pos-descongelacao.

Membrana plasmatica
Grupos Integra Lesionada
Grupo 1 (controle) 50,9+12,5% 49,0+12,3?
Grupo 2 (10000uM de écido folico) 51,7+ 0,72 48,3+10,7°
Grupo 3 (50000uM de 4cido folico) 51,2+9,0% 48,8+9,0?

*Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de 2 (p<0,05).

Durante o processo de resfriamento e congelamento, ocorrem mudancas na estrutura
lipidica da membrana plasmatica, que alteram a fluidez da bicamada fosfolipidica, e
consequentemente sua permeabilidade seletiva (WATSON, 2000). Apesar de seu carater
soluvel em agua, o acido folico inibe a peroxidagdo lipidica, protege a membrana celular
e/ou 0 DNA dos danos dos radicais livres (JOSHI, 2001).

Na avaliacdo da atividade mitocondrial e da integridade do acrossoma dos
espermatozoides pds-descongelados. Nao foram observadas diferengas significativas entre os
grupos avaliados, conforme mostra Tab. 02 e Tab. 03.

Tabela 02: Médias e desvios-padrdo da avaliagdo da atividade mitocondrial dos
espermatozoides ovinos pos-descongelacao.

Mitocondria
Grupos Integra Lesionada
Grupo 1 - controle 53,6+11,6% 46,3+11,6%
Grupo 2 - 10000 pM de acido félico 51,6+£12,5% 48,3+12,52
Grupo 3 — 5000 uM de acido folico 51,1+11,22 48,9+11,22

*Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de 2 (p<0,05).

Assim, a célula desidrata antes de congelar, tornando o ambiente propicio para
lesdes de membranas e organelas causadas pelos cristais (WATSON, 2000).
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Tabela 03: Médias e desvios-padrdo da avaliacdo da integridade do acrossoma dos
espermatozoides ovinos pos-descongelacao.

Acrossoma
Grupos Integro Lesionado
Grupo 1 (controle) 67,1+£6,0° 32,8+6,0?
Grupo 2 (10000uM de acido folico) 64,6+10,3% 35,3+10,3%
Grupo 3 (5000uM de acido folico) 65,3+6,2° 34,6+6,2°

*Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de 2 (p<0,05).

CONCLUSOES

A adi¢ao do acido f6lico nas diferentes concentragdes ao diluente seminal TRIS-
gema nao influenciou significativamente na integridade das membranas plasmaticas e
acrossoma, nem na atividade mitocondrial dos espermatozoides ovinos criopreservados.
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