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APRESENTAÇÃO

A diversidade das áreas de conhecimento favorece ao leitor o melhor entendimento 
dos mais variados assuntos na atualidade relacionados a ciência animal e suas 
particularidades. 

O livro abrange diversos temas importantes relacionados a saúde animal e humana, 
reprodução animal, sanidade. Sendo divididos em volume II composto por 16 capítulos e 
volume III com 17 capítulos. Nestes foram descritos relatos, experimentos e revisões no 
âmbito nacional e internacional. Que contém informações concisas que proporcionaram 
ao leitor uma visão clara e completa de todo conteúdo abordado.

No volume II e III, são abordados assuntos como a ocorrência de parasitas em 
pescados, anestesia em pacientes cardiopatas, deficiência de cobre e zinco em pequenos 
ruminantes, medicina, epidemiologia, forragicultura, equideocultura, áreas da medicina 
veterinária e zootecnia.

O ambiente aquático se torna propício para o surgimento de várias doenças 
parasitárias. Estes podem gerar riscos à saúde animal e na população humana consumidora 
de pescados.

A (MDM) Associação Médicos do Mundo World Doctors, é uma iniciativa privada e 
filantrópica que tem como objetivo promover atendimento humanitário a pessoas e animais 
em situação de vulnerabilidade social, fornecendo atendimento médico e social. 

Na produção de volumosos a estacionalidade é um fator recorrente em vários sistemas 
de produção animal. Principalmente na região Nordeste, que apresenta irregularidade 
das chuvas ao longo do ano e pode haver períodos de estiagem. E para amenizar as 
perdas produtivas é a utilização das técnicas de conservação de forragem, que favorece 
na disponibilidade de alimento durante todo o ano.

Deste modo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes II e III apresentam 
capítulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos por diferentes 
pesquisadores, professores e estudantes de pós-graduação. Como uma maneira de 
evidenciar a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar na atualização 
de estudantes e profissionais.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis

Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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como antioxidantes podem melhorar a 
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oxidativos às células e o micronutriente ácido fólico mostrou-se eficiente na inibição da 
peroxidação lipídica e desoxidação de radicais livres, protegendo a membrana celular e o 
DNA. O objetivo deste trabalho foi avaliar a adição do ácido fólico ao diluidor TRIS-gema 
na criopreservação do sêmen ovino. Foram coletados sete ejaculados de seis ovinos Santa 
Inês, por meio de vagina artificial. Utilizou-se ejaculados com o mínimo de 70% de motilidade 
espermática e 3 de vigor. Foi utilizado um pool das amostras, onde foi diluído em TRIS-gema 
e dividido em 3 grupos: G1 (controle); G2 adicionou-se 10000 µM de ácido fólico e G3 5000 
µM desse produto. Em seguida, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 mL e 
criopreservadas. Após a descongelação, foram avaliadas a motilidade e o vigor espermático 
pelo teste de termorresistência (TTR), nos tempos T0, T60, T120 e T180 minutos, além da 
avaliação da integridade da membrana plasmática e acrossomal, e a atividade mitocondrial, 
utilizando sondas fluorescentes. Os grupos que receberam 5000 e 10000 µM de ácido 
fólico apresentaram motilidade espermática superior quando comparados ao controle. A 
integridade da membrana plasmática, do acrossoma e a atividade mitocondrial não diferiram 
significativamente entre os grupos. Conclui-se que a adição do ácido fólico nas concentrações 
administradas ao diluidor TRIS-gema melhora a motilidade do sêmen ovino criopreservado.
PALAVRAS-CHAVE: Sêmen, Antioxidante, Ácido fólico.

EVALUATION OF FOLIC ACID ADDITION IN THE CRYOPRESERVATION OF RAM 

SEMEN

ABSTRACT: Cryopreservation allows seminal conservation for an indefinite period, however, 
this process can alter sperm functionality and survival. Studies reveal that micronutrients 
used as antioxidants can improve sperm viability and prevent oxidative damage to cells, 
and the micronutrient, folic acid, was shown to be effective in inhibiting lipid peroxidation 
and deoxidation of free radicals, protecting DNA and the cell membrane. The objective 
of this work was to evaluate the addition of folic acid to the TRIS- egg yolk extender in 
cryopreservation of the ram semen. Seven ejaculates were collected from six Santa Inês 
rams, using artificial vagina. Ejaculates with a minimum parameter of 70.0% motility and 3 
vigor were used. A sample of the semen mixture was used, where it was diluted in TRIS - 
egg yolk extender and divided into 3 groups: G1 (control); G2 was added 10,000 µM of folic 
acid, and G3 with 5000 µM of that product. Then, the samples were packaged in straws (0.25 
mL) and cryopreserved. Motility and vigor were evaluated after post-thaw using the thermal 
resistance test (TTR), at times T0, T60, T120 and T180 minutes, in addition to assessing 
the plasma membrane and acrosome membrane integrity, and mitochondrial activity, using 
fluorescent probes. The groups that received 5000 and 10000 µM of Folic Acid showed 
greater motility when compared to the control. Plasma membrane, acrosome integrity and 
mitochondrial activity did not differ between groups. It was concluded that the addition of Folic 
Acid in the concentrations administered to the Tris – egg yolk extender improves the motility 
of cryopreserved ram semen. 
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KEYWORDS: Semen, Antioxidant, Folic Acid. 

1 |  INTRODUÇÃO

O fortalecimento da Ovinocultura nos últimos anos tornou-se realidade, graças a 
ótima adaptação das raças às condições edafoclimáticas do nosso país, apresentando um 
crescimento de 1,8% em 2018 e totalizando um efetivo de aproximadamente 18,9 milhões 
de cabeças, segundo a Pesquisa da Pecuária Municipal (PPM) do Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE, 2018).

Com a difusão e aperfeiçoamento das biotécnicas reprodutivas, acelerou-se o 
processo de seleção, visando a obtenção de animais com padrão genético dentro das 
especificações de mercado. Neste aspecto, a criopreservação do sêmen de animais de 
produção possibilita a conservação do germoplasma por tempo indeterminado contribuindo 
para a melhoria genética. Contudo, durante o processo de congelação/descongelação, 
a técnica promove um estresse oxidativo, que pode alterar a qualidade seminal, 
gerando danos na cromatina, nas membranas e nas proteínas, afetando negativamente 
a funcionalidade e a sobrevivência dos espermatozoides (BALL, 2011) e diminuindo o 
potencial de fertilização de espermatozoides descongelados (ABAVISANI et al., 2013).

Buscando minimizar os danos causados pela criopreservação, diversos estudos 
destacam a utilização de antioxidantes e a modificação dos meios diluidores (VIDAL et 
al., 2013). Os antioxidantes são compostos biológicos e químicos que podem reduzir 
o excesso de radicais livres, permitindo atingir o equilíbrio entre formação benéfica de 
oxidantes e estresse oxidativo prejudicial (JENSEN et al., 2011), inibindo e/ou reduzindo 
os danos causados pela ação deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas não-
radicais.

Usualmente, os antioxidantes são classificados como enzimáticos ou não enzimáticos. 
Os primeiros são antioxidantes naturais que agem neutralizando o excesso de radicais 
livres, prevenindo danos à estrutura celular. São exemplos o superóxido dismutase 
(SOD), catalase (CAT), NADPH – oxidoredutase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa 
transferase e enzimas de reparo. Os não enzimáticos, em sua maioria, são exógenos, 
ou seja, necessitam ser absorvidos pela alimentação apropriada, como a melatonina 
(também produzida pelo organismo), ácido ascórbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina 
E), beta-caroteno (vitamina A), ácido fólico (Vitamina B9), selênio, cobre, zinco, magnésio, 
fosfato e flavonoides (SHOWELL et al., 2011).

Nesse sentido, muitas pesquisas têm sido desenvolvidas utilizando esses 
micronutrientes como antioxidantes seminais. Trabalhos já constataram que o ácido fólico 
(vitamina B9), uma vitamina hidrossolúvel do complexo B, é necessário para a replicação 
de genes celulares e é eficiente na inibição da peroxidação lipídica e na desoxidação dos 
radicais livres, protegendo a membrana celular e o DNA (JOSHI et al., 2001). Além disso, 
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desempenha um papel importante na síntese de DNA, através da síntese de purinas e 
timinas (AL-MASKARI et al., 2012).

O ácido fólico está intimamente ligado a cobalamina (comercialmente chamada 
de vitamina B12), sendo este um transportador de grupos hidroximetilo e formilo. Uma 
de suas funções mais importantes é a síntese de purinas e timinas, necessárias para 
formar o DNA. Por isso, tanto o ácido fólico como a cobalamina são necessários para a 
replicação dos genes celulares. Possivelmente, isso explique uma das principais funções 
do ácido fólico que é a multiplicação celular e a estimulação do crescimento, função que 
compartilha com a vitamina B12 (AL-MASKARI et al., 2012).

A deficiência de vitamina B9 e B12 leva diretamente a produção de espécies reativas de 
oxigênio (ROS), pois induz a produção de citosinas inflamatórias como o fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-alfa) e aumenta os níveis de homocisteína (HCY) como consequência 
de uma inibição da metionina sintetase (MTS), causada pela falta de vitamina B12, que 
é o cofator enzimático. A inibição da MTS causa um bloqueio e aprisionamento do ácido 
fólico como 5-methiltetrahidrofolate. Torna-se, então, indisponível para as reações da 
metilação, provocando um aumento na relação deoxiuridina-monofosfato/ deoxitimidina-
trifosfato (dUMP/dTTP) e S-adenosil-metionina / S-adenosil-homocisteína (SAM/SAH) as 
quais provocam um aumento de uracilos no DNA. Tanto o uracilo como os ROS causam 
ruptura das fitas de DNA e juntos com a hipometilação da citosina induzem anormalidades 
cromossômicas e aumentam o risco de enfermidades degenerativas e do desenvolvimento. 
Portanto, as deficiências dessas vitaminas no organismo produzem danos no DNA e 
aumento na produção de ROS, tendo grande risco de mutação genética (AL-MASKARI et 
al., 2012).

Outros estudos mostraram que a deficiência de ácido fólico também pode resultar 
em aumento de HCY no plasma seminal que, por sua vez, induz ao estresse oxidativo 
e apoptose (BOXMEER et al, 2008; YOUNG et al., 2008) e à baixa contagem de 
espermatozoides (VUJKOVIC et al., 2009). Até o momento, estudos que correlacionam o 
ácido fólico com a fertilidade, qualidade e congelabilidade do sêmen ovino são escassos 
na literatura.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adição do 
ácido fólico (vitamina B9) ao diluidor TRIS-gema utilizado no processo de criopreservação 
do sêmen ovino. 

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Este trabalho foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA/UFPI) sob protocolo de nº 003/15”.

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia da Reprodução Animal 
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da Universidade Federal do Piauí (LBRA/UFPI), localizado no Centro de Ciências Agrárias, 
Campus da Socopo, no município de Teresina, Piauí. Como doadores de sêmen, foram 
utilizados seis ovinos da raça Santa Inês, em idade reprodutiva (3-4 anos), com escore 
corporal 3-4 (escala de 1-5). Os animais foram selecionados após avaliação clínica e 
ultrassonográfica dos testículos e funículo espermático para verificação de possíveis 
enfermidades. A qualidade seminal foi comprovada por exames de rotina recomendados 
pelo CBRA (2013). Durante o experimento, os ovinos foram mantidos sob regime semi-
intensivo, além de água e sal mineral fornecidos à vontade.

Para a obtenção dos ejaculados, foram realizadas sete coletas de cada animal pelo 
método de vagina artificial, com auxílio de uma fêmea em estro, contida, em sessões de 
coletas intercaladas entre 48 e 72 horas. Foram avaliadas a motilidade espermática (0-
100%) e o vigor (0-5) (CBRA, 2013), e somente os ejaculados que apresentaram valores 
mínimos de 70% de motilidade e 3 de vigor foram incluídos para este trabalho.

Uma alíquota do ejaculado foi utilizada para avaliação da concentração espermática, 
por meio da técnica Câmera de Neubauer, e da morfologia espermática, por meio da 
técnica câmara úmida e os defeitos foram classificados em maiores e menores de acordo 
com a Blom (1973).

Após coleta e análise macro e microscópica, as amostras de sêmen dos seis ovinos 
foram misturadas e submetidas a formação de um pool. Em seguida, esse pool foi diluído 
em meio TRIS-gema (3,605 g de Tris, 2,024 g de ácido Cítrico, 1,488 g de frutose, 100 
mL de água destilada, 20% de gema de ovo e 5% de glicerol), e dividido em 3 grupos: o 
Grupo 1 foi considerado o grupo controle; no Grupo 2 foi adicionado ao diluidor 10000 
µM de ácido fólico; e no Grupo 3 foi adicionado 5000 µM de ácido fólico, de maneira que 
cada dose inseminante tivesse 50 x 106 espermatozoides. Posteriormente, as amostras 
de sêmen foram envasadas em palhetas de 0,25 mL e processadas em máquina de 
congelação de sêmen (modelo TK 3000, TK tecnologia em Congelação Ltda, Brasil), 
utilizando a curva rápida de congelação (-0,5ºC/min, de 25ºC a 5ºC, e a -12,5ºC/min, de 
5ºC a -120ºC). Imediatamente após a congelação, as palhetas foram transferidas para o 
nitrogênio líquido e armazenadas em botijão criobiológico (-196ºC).

Para o processo de descongelação, uma amostra de cada coleta/pool foi colocada 
em banho-maria a 37º C por 30 segundos, para a realização das análises. A motilidade 
espermática e o vigor foram avaliados por meio do Teste de Termorresistência Lenta 
(TTR), nos tempos T0, T60, T120 e T180 minutos. 

 Para avaliação da integridade da membrana plasmática, foi utilizado o método de 
coloração dupla com Diacetato de Carboxifluoresceína (DCF) e Iodeto de Propídio (IP), 
conforme descrito por Coleto et al. (2002). Alíquotas de 50 μL de sêmen pós-descongeladas 
foram diluídas em 150 μL de TRIS contendo 5 μL de DCF (0,46 mg/mL em DMSO) e 
20 μL de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a 38º C. Um total de 200 
espermatozoides foram avaliados em microscópio de epifluorescência (Olimpus, Japão), 
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com aumento de 400 x usando filtro de emissão DBP 580-630 nm e excitação DBP 485/20 
nm, e classificados com membrana intacta, quando se apresentaram corados em verde, 
e com membrana danificada, quando corados em vermelho. 

A função mitocondrial foi determinada pela utilização de um fluorocromo catiônico 
lipofílico JC-1 (GUTHRIE; WELCH, 2006). Alíquotas de 50 μL de sêmen pós-descongelado 
foram diluídas em 150 μL de TRIS contendo 5 μL de JC-1 (0,15 mM em DMSO), incubadas 
por 10 minutos a 38º C. Um total de 200 espermatozoides foram avaliados em microscópio 
de epifluorescência (Olympus, Japão), com aumento de 400 x usando filtro de emissão LP 
515 nm e BP 450-490 nm para excitação. As células coradas em laranja foram classificadas 
com alto potencial de membrana mitocondrial, enquanto aquelas coradas em verde foram 
classificadas com baixo potencial de membrana.

A integridade do acrossoma foi avaliada diluindo-se 10μL de sêmen em 990μL de 
solução TRIS, a uma concentração final de 1 a 2 milhões de células/mL. Em seguida, foi 
retirada uma alíquota de 10μL dessa diluição para a confecção das lâminas, as quais 
foram armazenadas a 4º C, protegidas da luz e analisadas no prazo de duas semanas. 
As lâminas foram cortadas no momento da análise através da técnica de coloração 
FITC-conjugada ao Peanut aglutinina (FITC-PNA) (ROTH et al., 1998), onde 30μL de 
solução de PNA (20μL PNA + 480μL PBS) foi depositada no centro da lâmina e efetuada 
a homogeneização da amostra, a fim de cobrir grande extensão da lâmina.

Posteriormente, as lâminas sofreram refrigeração a 4º C durante 20 minutos e, após 
este período, foram lavadas em 50mL de PBS (Fosfato Salino Tamponado) e colocadas 
no isopor para secagem em temperatura ambiente. Após a secagem, alíquotas de 5μL 
da solução UCD (5mg Azida sódica, 0,5mL PBS, 0,1% w/v Fenilenediamina, 4,5 mL 
Glicerol; pH 8,0) foram colocadas entre a lâmina e a lamínula, sendo observadas em 
microscópio de fluorescência (Olympus, Germany), utilizando o filtro de fluoresceína (450-
490nm, espelho dicromático de 510nm). Foram contados 200 espermatozoides/lâmina 
e classificados em: a) acrossomas intactos (AI), quando se apresentaram corados em 
verde; b) acrossomas reagidos (AR), quando apresentaram coloração verde mesclada, 
sem coloração ou apenas uma faixa verde fluorescente na região equatorial da cabeça 
espermática.

Todos os dados foram apresentados como médias ± desvio da média. Os efeitos do 
ácido fólico foram analisados utilizando uma análise de variância (ANOVA) seguida pelo 
teste de Newman-Keuls, utilizando o Statistical Analysis System (SAS). Os valores foram 
determinados a ser significativos quando p<  0,05.

3 |  RESULTADOS

De acordo com os resultados encontrados, observou-se quanto ao TTR, que houve 
diferença significativa entre os grupos avaliados no parâmetro motilidade espermática. 
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Os grupos 2 e 3 apesentaram motilidade superior quando comparados ao grupo controle, 
conforme apresentado na Tabela 1.

Motilidade Vigor 
Grupos

Grupo 1 – controle 33,3 ± 10,3b 2,42 ± 0,5a

Grupo 2 – 10000 µM de ácido fólico 41,1 ± 10,1a 2,5 ± 0,5a

Grupo 3 – 5000 µM de ácido fólico 40,9 ± 9,5a 2,6 ± 0,5a

Tabela 1: Médias e desvios-padrão da motilidade e vigor espermático pós-descongelação durante o 
teste de termoresistência lento (TTR)

*Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de c2 
(p<0,05).

Na Tabela 2, estão representados os resultados do teste de integridade da membrana 
plasmática dos espermatozoides, avaliados por meio de sondas epifluorescentes. Neste 
parâmetro, não houve diferença significativa entre os tratamentos estudados.

Membrana plasmática
Integra  Lesionada 

Grupos
Grupo 1 – controle 50,9 ± 12,5a 49,0 ± 12,3a

Grupo 2 – 10000 µM de ácido fólico 51,7 ± 10,7a 48,3 ± 10,7a

Grupo 3 – 5000 µM de ácido fólico 51,2 ± 9,0a 48,8 ± 9,0a

 Tabela 2: Médias e desvios-padrão da avaliação da integridade da membrana plasmática dos 
espermatozoides pós-descongelação

*Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de c2 
(p<0,05).

Na Tabela 3, estão representados os resultados da atividade mitocondrial dos 
espermatozoides, avaliados por meio de sondas epifluorescentes, não havendo diferença 
significativa entre os tratamentos estudados.

Mitocôndria 
Integra  Lesionada 

Grupos
Grupo 1 – controle 53,6 ± 11,6a 46,3 ± 11,6a

Grupo 2 – 10000 µM de ácido fólico 51,6 ± 12,5a 48,3 ± 12,5a

Grupo 3 – 5000 µM de ácido fólico 51,1 ± 11,2a 48,9 ± 11,2a

Tabela 3: Médias e desvios-padrão da avaliação da atividade mitocondrial dos espermatozoides pós-
descongelação

*Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de c2 
(p<0,05).
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Os resultados da avaliação da integridade do acrossoma dos espermatozoides pós-
descongelados estão descritos na Tabela 4 e também não houve diferença significativa 
entre os tratamentos.

Acrossoma
Integro  Lesionado

Grupos
Grupo 1 – controle 67,1 ± 6,0a 32,8 ± 6,0a

Grupo 2 – 10000 µM de ácido fólico 64,6 ± 10,3a 35,3 ± 10,3a

Grupo 3 – 5000 µM de ácido fólico 65,3 ± 6,2a 34,6 ± 6,2a

 Tabela 4: Médias e desvios-padrão da avaliação da integridade do acrossoma dos espermatozoides 
pós-descongelação

*Médias seguidas de letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de c2 
(p<0,05).

4 |  DISCUSSÃO

A escolha do micronutriente ácido fólico ocorreu devido a existência de um amplo 
nicho de pesquisas envolvendo diluidores, antioxidantes e seus efeitos, como também, 
por haver na literatura evidências científicas da ação antioxidante desse micronutriente 
e/ou pela associação com vitaminas no tratamento da subfertilidade com efeito benéfico 
(RAMASAMY; STAHL; SCHLEGEL, 2012).

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram que a adição de 5000 µM e de 10000 
µM de ácido fólico diretamente no pool do sêmen ovino foi benéfica para a motilidade 
espermática, apresentando diferença significativa em relação ao grupo controle. Vale 
ressaltar que o CBRA (2013) considera aceitáveis para uso amostras seminais com 
porcentagens superiores a 30% de motilidade dos espermatozoides pós-criopreservados 
e, neste trabalho, esse parâmetro foi superior a 40% com o incremento do ácido fólico.

Estudos envolvendo o uso deste micronutriente no controle da fertilidade da espécie 
humana também apresentaram resultados satisfatórios. Imhof et. al. (2011) observaram 
aumento significativo na concentração, motilidade (progressiva e total) e na porcentagem 
de espermatozoides morfologicamente normais de homens inférteis, quando tratados 
durante 3 meses com alguns micronutrientes, dentre eles, o ácido fólico. Esses parâmetros 
se mostraram superiores aos do grupo controle. Eskenasi et al. (2005) verificaram uma 
melhora na concentração e na motilidade do sêmen de 97 homens associada a uma maior 
ingestão de zinco, ácido fólico, vitamina C, E e –caroteno. Entretanto, Maia (2009) mostrou 
que o uso oral diário de ácido fólico (5 mg) e de outros micronutrientes como selênio e 
zinco, por um período de 90 dias, não melhorou significativamente a concentração e a 
motilidade espermática, mas preservou a morfologia dos espermatozoides.
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De acordo com Al-Maskari et al., (2012), o ácido fólico, o zinco e as cobalaminas 
se complementam e atuam sinergicamente nas vias metabólicas potencializando seus 
efeitos. Estudos em animais in vivo e in vitro, mostraram que a deficiência de zinco altera 
a absorção e o metabolismo do ácido fólico e da vitamina B12 na dieta e que a falta dessa 
vitamina diminui a disponibilidade de ácido fólico no organismo (FAVIER, 1992). Apesar 
do ácido fólico, da vitamina B12 e do zinco serem essenciais para as sínteses de RNA 
e DNA, os mecanismos por trás do efeito desses micronutrientes na espermatogênese 
ainda não estão totalmente esclarecidos (WONG et al., 2002).

A variação nos resultados em diversos estudos descritos na literatura pode ser em 
decorrência, por exemplo, do tempo de uso dos micronutrientes, que pode ser superior ao 
período da espermatogênese; das concentrações da substância utilizada; do uso isolado 
de um micronutriente ou uso combinado de duas ou mais substâncias.

A utilização de um micronutriente com potencial ação antioxidante no sêmen indica 
que ele pode reduzir a ação dos radicais livres que alteram a membrana plasmática e 
o DNA espermático. Isso causaria a diminuição do número de espermatozoides com 
formas anormais, e, consequentemente uma melhor motilidade espermática. Maia (2009) 
explicitou que a redução do número de espermatozoides anormais poderia diminuir 
também a quantidade de ROS no sêmen. Desta maneira, se houvesse um equilíbrio 
entre a produção de ROS e a quantidade de antioxidantes, reduziria bastante os danos 
provocados pelos radicais livres nas biomoléculas. 

Estudos adicionais com as concentrações ideais dos micronutrientes, aliados às 
técnicas avançadas como detecção de ROS e capacidade antioxidante total do sêmen, 
além de identificação da integridade do DNA, poderiam esclarecer os mecanismos de 
ação de cada micronutriente utilizado, levando a uma melhor compreensão dos efeitos 
benéficos do produto ao sistema reprodutor masculino (MAIA, 2009).

A avaliação da integridade da membrana plasmática dos espermatozoides após a 
criopreservação mostrou mais espermatozoides com membrana plasmática íntegra nos 
grupos em que foram adicionados ácido fólico, entretanto esse parâmetro não apresentou 
diferença significativa. Na avaliação da atividade mitocondrial e da integridade do 
acrossoma dos espermatozoides pós-descongelados também não foram observadas 
diferenças significativas entre os grupos avaliados. 

Durante o processo de resfriamento e congelamento, ocorrem mudanças na estrutura 
lipídica da membrana plasmática, que alteram a fluidez da bicamada fosfolipídica, e 
consequentemente sua permeabilidade seletiva (WATSON, 2000).

Um evento danoso importante às membranas das células espermáticas é chamado 
de efeito solução. A partir de temperaturas menores que -5º C, tem início a formação 
de cristais de gelo no meio extracelular, alterando o potencial osmótico por diminuir 
a quantidade de água livre em solução. Assim, a célula desidrata antes de congelar, 
tornando o ambiente propício para lesões de membranas e organelas causadas pelos 
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cristais (HAMMERSTEDT; GRAHAM; NOLAN, 1990; WATSON, 2000). 
Apesar de seu caráter solúvel em água, o ácido fólico inibe a peroxidação lipídica, 

protege a membrana celular e/ou o DNA dos danos dos radicais livres (JOSHI et al., 2001).
Devido à ausência de estudos envolvendo esse micronutriente (ácido fólico) na 

melhoria da viabilidade espermática e da eficiência reprodutiva de pequenos ruminantes, 
se mantém necessária a padronização das concentrações das substâncias a serem 
associadas aos diluidores, visando resultados satisfatórios na congelabilidade do sêmen 
ovino.

5 |  CONCLUSÃO 

Conclui-se que a adição do ácido fólico nas concentrações de 5000 µM e 10000 
µM ao diluidor seminal TRIS-gema melhora a motilidade do sêmen ovino criopreservado, 
porém não foi observada influência significativa desse micronutriente na integridade das 
membranas plasmática e acrossomal, nem na atividade mitocondrial dos espermatozoides 
criopreservados. 
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