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ABSTRACT

Background: Canine sperm is a very delicate cell that is quite susceptible to oxidative stress since the cytoplasm is restricted
and features little antioxidant reserves. Furthermore, the sperm membrane has some polyunsaturated fatty acids sensitive
to lipid peroxidation, which makes it important to addition antioxidant substances to the diluter aiming at decreasing such
stress to the sperm cell, particularly during seminal cryopreservation. Several antioxidants have been used in this process
in some domestic animal’s species, however, the use of palmitic acid has been little reported in works on cryopreservation
of semen of the canine species. Hence, this study aimed to assess the effect of addition antioxidants palmitic acid and
vitamin E to the Tris-egg yolk diluter on the semen quality of dogs after thawing.

Materials, Methods & Results: Samples were collected from the ejaculates of 4 adult dogs, apparently healthy, of the
American Pit Bull Terrier breed of kennels in the city of Teresina, PI, places where the pre-freezing procedures of the dog’s
semen were performed. The samples were diluted in Tris citric acid fructose (3.28 g Tris-hydroxymethyl-aminomethane,
1.78 g citric acid monohydrate and 1.25 g D-fructose), dissolved in 100 mL distilled water, and added 20% egg yolk
and 6% glycerol, at the concentration of 100x10° sptz/mL. The semen samples were divided into 3 mL aliquots to form
3 experimental groups: G1 - Only Tris-egg yolk (Control group); G2 - Tris-egg yolk + 100 uM palmitic acid; and G3
- Tris-egg yolk + 116 uM vitamin E. Semen was collected weekly over a period of little over 2 months. After thawing,
thermorresistance test (TTR) was carried out at 0, 30, 60, and 90 min to assess spermatics motility and vigor, in addition
to analysis of integrity of plasma membrane, acrosomal membrane and mitochondrial activity of the sperm, using fluo-
rescent probes. These assessments were performed out at the Animal Reproduction Biotechnology Laboratory (LBRA/
UFPI). In the TTR, G2 and G3 didn’t exhibit significant results for spermatics motility or vigor when compared with the
control group. The palmitic acid and vitamin E also had no significant effects on the parameters of acrosomal membrane
integrity or mitochondrial activity. However, sperm cryopreserved with the addition of palmitic acid exhibited significant
differences for plasma membrane integrity, providing greater protection to the sperm cells in G2.

Discussion: The palmitic acid is one of the most saturated fatty acids in human semen, with reports of great proportions
also in the seminal plasma of dogs. Its main role is to protect the plasma membrane from external damage, improving vi-
ability and fertility of the sperm after cryopreservation. Data is scarce in the literature on the composition of fatty acids in
canine semen and regarding the use of palmitic acid as a seminal antioxidant in that species, which grants further studies
aiming to investigate such valuable information for canine reproduction. It is concluded that addition palmitic acid at 100
UM concentration to the Tris-egg yolk diluter was able to preserve the integrity of the plasma membrane during the process
of cryopreservation of canine semen.
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INTRODUCAO

Com o aumento afetivo entre o homem e o cdo
e a expansdo do mercado pet, tutores e proprietarios
de canis t€ém demonstrado interesse em melhorar a
eficiéncia reprodutiva de seus animais, bem como
preservar a genética e o fendtipo das racas, havendo
uma maior utilizacao de biotécnicas aplicadas a repro-
ducgdo canina, como a inseminacao artificial [20] e a
criopreservacdo do sémen [12,25].

A criopreservacdo seminal permite que o sé-
men seja armazenado, transportado e utilizado sempre
que necessario. No entanto, esse processo ainda apre-
senta alguns desafios, pois dependendo de como ele é
realizado pode ocasionar danos aos espermatozoides,
implicando na reducdo de sua qualidade [26].

O estresse oxidativo € o resultado do desequi-
librio entre a producdo de antioxidantes e espécies
reativas de oxigénio (EROs) e isso pode ser maléfico
aos espermatozoides de humanos e animais. Vale
lembrar que o espermatozoide canino é uma célula
sensivel ao estresse oxidativo, apresenta pouca reserva
antioxidante no citoplasma e sua membrana possui
alguns 4cidos graxos poli-insaturados susceptiveis a
peroxidacdo lipidica [27], sendo importante a adi¢ao
de substancias antioxidantes ao diluidor seminal.

Em cées, o uso de antioxidantes, como a vi-
tamina E, ja é empregado na forma oral [7,14,17] e
adicionado nas amostras seminais [3,8], com diferentes
resultados que dependem da concentragdo e de como
sdo utilizados. Porém, ainda ndo existem pesquisas re-
lacionadas a atividade antioxidante do 4cido palmitico
na criopreservagdo do sémen canino.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da
adicao dos antioxidantes 4cido palmitico e vitamina
E ao diluidor Tris-gema na qualidade seminal de caes
apds a criopreservagao.

MATERIAIS E METODOS

Animais e locais do estudo

Todo o procedimento descrito neste artigo foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Piaui (CEUA/UFPI) sob
o protocolo de n° 487/18. Foram utilizados 4 caes ma-
chos, adultos, aparentemente sauddveis, reprodutores,
dentro da faixa etdria de 1 a 6 anos, pesando entre 15
a 25 kg, da raca American Pit Bull Terrier.

Antes de iniciar o experimento, 0S animais
foram pesados, vermifugados e submetidos a exame
fisico e androlégico. Foram incluidos neste trabalho
somente os animais que apresentaram bom escore
corporal, sorologia negativa para leptospirose e bru-
celose canina, e exame parasitologico negativo para
leishmaniose visceral (LV). Também foram incluidos
0s cdes que possuiam os 6rgdos do sistema reprodu-
tivo sem alteragOes detectdveis no exame fisico e em
condicdes satisfatorias de ejaculacdo, com motilidade
espermatica igual ou superior a 70% e vigor esperma-
tico igual ou superior a 3, conforme critérios propostos
pelo CBRA [6].

Os animais foram submetidos a0 mesmo mane-
Jjo sanitdrio e nutricional durante todo o experimento,
mantidos em canis individuais tendo acesso a espacos
abertos diariamente. Foram alimentados com ragao
comercial de boa qualidade, oferecida 2 vezes ao dia
e dgua ad libitum.

As atividades de coleta de s€men e a avaliacio
das caracteristicas fisicas dos ejaculados (volume,
aspecto, cor, vigor e motilidade espermadtica) pré-
-congelacdo do sémen foram executadas em canis
localizados no municipio de Teresina, PI. As coletas
foram realizadas semanalmente no turno da manha.

A concentracio espermatica, a criopreserva-
¢do, a descongelacdo do sémen e as andlises seminais
(teste de termorresisténcia e sondas fluorescentes)
pos-descongelacdo foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia da Reproducdo Animal (LBRA/UFPI).

Avaliacdo seminal

O sémen dos caes foi colhido pelo método de
manipulacdo digital, com auxilio de um funil acoplado
a um tubo conico tipo Falcon graduado em 15 mL. O
mesmo foi colhido fracionado, separando a fragao pros-
tatica da fracdo rica em espermatozoides. O volume do
sémen foi mensurado em mililitros (mL) no préprio
tubo de coleta e em seguida, uma aliquota do sémen (10
uL) foi colocada entre 14mina e laminula, pré-aquecidas
a 37°C em placa aquecedora, e sob microscopia éptica
de Iuz (obj. 40x), foi avaliada a motilidade total (MOT),
expressa em porcentagem (%) e o vigor espermatico
(VG), naescalade Oa 5.

A vitamina E foi obtida em farmdicia de ma-
nipulagdo, na apresentacdo em pd, pura, onde foi ho-
mogeneizada em dgua destilada em uma concentragao
de 100 mg/mL e, posteriormente, foi adicionada na
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concentracdo de 116 pM diretamente a cada amostra
seminal diluida em Tris-gema do respectivo tratamento.

O é4cido palmitico! foi previamente diluido e
pronto para ser adicionado a cada amostra seminal
diluida em Tris-gema, na concentracdo de 100 puM.
Essa concentragdo foi a mesma utilizada por Castelo
Branco [5] em sua pesquisa com sémen bovino, uma
vez que ndo foi encontrado nenhum estudo com o uso
desse antioxidante em caes.

Ap6s a coleta de sémen dos animais, cada
amostra foi diluida em Tris acido citrico frutose (3,28
g Tris-hidroximetil-aminometano; 1,78 g acido citrico
monohidratado e 1,25 g de D-frutose - Dindmica®?),
dissolvido em 100 mL de 4gua destilada, adicionado de
20% de gema de ovo e 6% de glicerol, com pH 7,0 e os-
molaridade 316 mOsm/L, na concentracéo de 100x10°
sptz/mL. As amostras seminais foram divididas em
aliquotas de 3 mL, formando 3 grupos experimentais:
G1 - Somente Tris-gema (Grupo controle); G2 - Tris-
-gema + 100uM de dcido palmitico; e G3 - Tris-gema
+ 116uM de vitamina E.

Imediatamente apds a coleta e processamento,
as amostras dos 3 tratamentos foram acondicionadas
em recipientes previamente identificados e deposita-
dos em isopor de 5 L com placas de gelo recicldveis a
15°C por 40 min (Taxa de refrigeragao: -0,40°C/min) e
transferidos para um refrigerador por mais 30 min, até
alcancar a temperatura de 5°C (Taxa de refrigeracdo:
-0,20°C/min), onde foram aguardados mais 30 min para
a estabilizacdo da temperatura. Apds esse periodo, as
amostras foram envasadas em palhetas identificadas
de 0,25 mL, transferidas para uma caixa de isopor e
posicionadas horizontalmente a 5 cm acima do nivel
do nitrogénio liquido por 5 min, até alcancar uma
temperatura média de -70°C. Em seguida, as palhetas
foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas
em botijao criogénico a -196°C em racks identificadas,
conforme metodologia descrita por Silva et al. [25].

A descongelacdo das amostras foi realizada
um més apds a congelagdo por meio da imersdo das
palhetas em banho-maria a temperatura de 37°C por 1
min [25]. Apds esse processo, realizaram-se as avalia-
¢oes seminais quanto a MOT e o VG utilizando o teste
de termorresisténcia (TTR), nos tempos 0, 30, 60 e 90
min, sob microscopia optica de luz em objetiva de 40x,
além das avaliagdes da integridade da membrana plas-
matica (MP), membrana acrossomal (AC) e atividade
mitocondrial (AM), por meio de sondas fluorescentes.

Para avaliacdo da integridade da MP utilizou-
-se 0 método de coloragdo dupla com diacetato de
carboxifluoresceina (DCF') e iodeto de propidio (IP?),
modificado por Coleto [9], onde aliquotas de 50 pL
de sémen pds descongeladas foram diluidas em 150
uL de Tris, contendo 5 pLL de DCF (0,46 mg/mL em
DMSO) e 20 uL. de IP (0,5 mg/mL em PBS), incubadas
por 10 min a 37°C. Um total de 200 espermatozoides
foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia
(Olympus?®) em objetiva de 40x, utilizando-se filtro de
emiss@ao DBP 580-630 nm e excitacio DBP 485/20
nm. Os espermatozoides foram classificados em
membrana intacta quando se apresentavam corados
em verde e com membrana danificada quando corados
em vermelho.

Para avaliacdo da integridade do acrossoma
utilizou-se o corante isotiocianato de fluoresceina
conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-
-Aldrich®"), onde uma aliquota de 20 uL da solugdo
estoque de FITC-PNA (1 mg/mL) foi descongelada e
adicionada a 480 pL de solugdo de fosfato tamponada
(PBS) para obter a concentracdo final de 100 ug/mL.
Aliquotas (20 uL) desta solug@o foram colocadas sobre
esfregacos de laminas contendo espermatozoides, nas
quais foram incubadas por 20 min em camara imida a
4°C, na auséncia de luz. Ap6s a incubagdo, as laminas
foram enxaguadas 2 vezes em PBS refrigerado (4°C) e
colocadas para secagem na auséncia de luz. Imediata-
mente antes da avaliagdo, 5 uL do meio de montagem
UCD (4,5 mL de glicerol, 0,5 mL de PBS, Smg de azida
sddica e 5 mg de p-fenilenodiamina) foram colocados
sobre a lamina e cobertos com laminula. Foram avalia-
dos 200 espermatozoides por lamina, sob microscopio
de epifluorescéncia (Olympus?®) em objetiva de 40x,
utilizando-se filtro de emissd@o LP 515 nm e BP 450-
490 nm para excitacdo. Os espermatozoides foram
classificados como portadores de acrossomas intactos
quando apresentavam a regido acrossomal corada com
fluorescéncia verde, ou como acrossoma danificado
quando apresentavam uma faixa verde fluorescente
apenas na regido equatorial da cabega espermatica ou
ndo apresentavam fluorescéncia verde na cabega.

A atividade mitocondrial foi determinada pela
utilizagdo de um fluorocromo catioénico lipofilico
JC-1[13]. Para isto, aliquotas de 50 pLL de sémen pés-
-descongelado foram diluidas em 150 pL. de Tris, con-
tendo 5 L. de JC-1 (0,15 mM em DMSO) e incubadas
por 10 min a 37°C. Um total de 200 espermatozoides
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foram avaliados sob microscépio de epifluorescéncia
(Olympus?®) em objetiva de 40x, utilizando-se filtro de
emissdo LP 515nm e BP 450-490nm para excitagao.
As células espermdticas que apresentavam a regiao
da peca intermediaria fortemente coradas em laranja
foram classificadas com alto potencial mitocondrial,
enquanto aquelas que apresentavam a regido da peca
intermedidria ndo coradas ou fracamente coradas
em laranja foram classificadas com baixo potencial
mitocondrial.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados foram obtidas
as médias e desvio-padrdo, utilizando-se andlise de
variancia - experimento fatorial de blocos ao acaso.
Foram utilizados quatro cdes da mesma raga e quatro
coletas de s€émen para cada um deles. Para a compara-
¢ao das médias de MOT, VG, MP, AC e AM foi aplica-
do o teste de Duncan, de acordo com o coeficiente de
variagdo, considerando um nivel de significancia de 5%
(P>0,05). Foi utilizado o PROC GLM (General Linear
Models) do Software SAS (Statistical Analysis)*.

RESULTADOS

Os resultados apresentados na Tabela 1 mos-
tram que a adi¢@o de dcido palmitico e vitamina E ao
diluidor seminal ndo interferiu significativamente na
MOT de espermatozoides caninos durante a avaliagio
do TTR, apenas na média desse pardmetro ao longo
do tempo.

E possivel observar na Tabela 2 que a adigdo
de 4cido palmitico e vitamina E ao diluidor seminal
também nio influenciou no VG de espermatozoides de
cées poés-descongelacdo quando avaliados pelo TTR,
apenas na média dos grupos G2 e G3 e ao longo do
periodo de incubacio.

A adi¢do dos antioxidantes ao diluidor se-
minal também ndo respondeu significativamente na
porcentagem de células espermaticas com membranas
acrossomais intactas e com melhor potencial mito-
condrial, porém ao se comparar a porcentagem de
espermatozoides com membrana plasmatica integra,
observou-se que o G2 se sobressaiu estatisticamente
dos demais grupo avaliados e o G3 foi melhor que o
controle, como mostra a Tabela 3.

Tabela 1. Motilidade total de espermatozoides caninos criopreservados em diluidor Tris-gema suplementado com écido palmitico e vitamina

E, avaliados pelo TTR.

Parametro Tempo (min) G1 (Controle) G2 (4cido palmitico) G3 (vit. E) Tempo (Média)
MOT (%) 0 22,50+ 11,18 29,00 + 13,33 23,40 + 11,90 24,96
MOT (%) 30 7,05 +7,27 9,30 +£9,44 7,05 +9,19 7,808
MOT (%) 60 2,75 +5,95 3,00 4,70 1,00 + 3,07 2,25¢
MOT (%) 90 0,50 +2,23 1,00 + 3,07 0,00 + 0,00 0,50¢
MOT (%) Média 8,20° 10,57 7,36 .

“Letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si, teste de Duncan 5% (P > 0,05). #BCLetras maidsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre os valores obtidos nos parametros avaliados, teste de Duncan 5% (P > 0,05).

Tabela 2. Vigor de espermatozoides caninos criopreservados em diluidor Tris-gema suplementado com dcido palmitico e vitamina E, avaliados

pelo TTR.
Parametro Tempo (min) G1 (Controle) G2 (4cido palmitico) G3 (vit. E) Tempo (média)
VG (1-5) 0 2,82 +0,37 2,85 +0,72 2,85 +0,36 2,844
VG (1-5) 30 1,60 = 1,39 1,72 = 1,35 1,20 = 1,28 1,508
VG (1-5) 60 0,45 +0,99 0,70 = 1,17 0,15+0,48 0,43¢
VG (1-5) 90 0,15 +0,67 0,30 £ 0,92 0,00 = 0,00 0,15¢
VG (1-5) Média 1,25 1,392 1,05° o

*b]etras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si, teste de Duncan 5% (P > 0,05). #PLetras maiusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre os valores obtidos nos parametros avaliados, teste de Duncan 5% (P > 0,05).



M.A.C.SousaFilho,L.S.M. Evangelista, F.N.Barros, etal. 2021. Efeito da adicdo do dcido palmitico e da vitamina Eao diluidor Tris-gema

na criopreservacao de sémen canino.

Acta Scientiae Veterinariae. 49: 1839.

Tabela 3. Integridade membrana acrossomal (AC), atividade mitocondrial (AM) e integridade da membrana plasmatica (MP) de espermatozoides
de c@es criopreservados em diluidor Tris-gema suplementado com dcido palmitico e vitamina E.

Pardmetro Gl (Controle) % G2 (4cido palmitico) % G3 (vit. E) %
AC 41,00 £22,14 42,80 £22,52 42,05 £ 23,50
AM 26,30 + 16,52 30,70 = 17,70 27,10 = 19,29
MP 28,40 + 8,87" 45,60 + 11,13* 39,80 + 14,00°

*b<etras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os valores obtidos nos pardmetros avaliados, teste de

Duncan 5% (P > 0,05).

DISCUSSAO

Os resultados da Tabela 1 mostraram que inde-
pendente do antioxidante utilizado no diluidor seminal
a MOT foi baixa e nao apresentou diferencgas significa-
tivas entre os grupos experimentais. Vale lembrar que
o CBRA [6] informa que a MOT de espermatozoides
criopreservados deve ser superior a 30% para ser con-
siderada vidvel e apenas o G2 (29%) se aproximou
dessa porcentagem no tempo 0 do TTR.

E importante destacar que o metabolismo de
espermatozoides criopreservados produz EROs que
podem causar danos as células espermaticas e com
isso a MOT pode ficar prejudicada [24,26]. O uso de
antioxidantes no diluidor tende a melhorar a qualida-
de seminal, porém, neste trabalho, o G2 e o G3 nao
somaram neste parametro avaliado.

Nossos resultados corroboram com os dados ob-
tidos em outro trabalho [16], que ndo observou influéncia
na MOT espermaética em caes férteis (26%) e subférteis
(11%), ap6s a adicao de antioxidantes, incluindo a vita-
mina E, na criopreservacdo seminal. Outras pesquisas
também utilizaram a vitamina E em meio Tris-gema,
na criopreservacdo do sémen canino, sem diferenca
significativa na MOT (21,42%) [3] e (27,39%) [8].

O TTR nos tempos de 0, 60 e 120 min também
foi observado para avaliar a MOT e o VG espermaéticos,
sendo que esses pardmetros também ndo apresentaram
diferenca estatistica apds a adi¢do de 4cido palmitico (50
UM e 100 uM) ao diluidor Tris-gema na criopreservagao
de sémen bovino (P > 0,05) [5]. Em contrapartida, o
dcido palmitico, nas mesmas concentracdes supracita-
das, quando adicionado ao diluidor citrato sédico-gema
aumentou a MOT, a motilidade progressiva e a viabili-
dade de espermatozoides refrigerados de bovinos [15].

E possivel observar na Tabela 2 que a adi¢io
do 4cido palmitico e da vitamina E também nio in-
fluenciou o VG espermadtico. A média do VG no tempo
zero (0) para todos os tratamentos foi de 2,84, resultado
semelhante foi observado em outra pesquisa (2,67) que

utilizou em seu experimento dois antioxidantes com
concentracdes diferentes, dentre eles 200 uM do ana-
logo da vitamina E (Trolox), adicionados ao diluidor
Tris-gema [9]. A autora confirmou que este parametro
espermatico ndo apresentou diferencas significativas
entre os grupos testados. Valores inferiores de VG
foram verificados em espermatozoides caninos criopre-
servados nos diluidores Tris-gema (1,65) e ACP106®
(1,82) quando adicionados de vitamina E [8]. Vale
destacar que os espermatozoides dos cdes do nosso
trabalho tinham mais dificuldade de movimentagao nas
amostras seminais suplementadas com a vitamina E do
que com o 4cido palmitico, cuja a primeira substancia
se apresentou mais viscosa que a ultima.

Outro estudo [23] revelou que o diluidor Tris-
-gema acrescido de Trolox foi um meio eficiente para
manter os valores de VG espermaticos criopreservados
superiores a 2,5, porém também sem diferenca signifi-
cativa entre as diferentes concentracdes do antioxidante
(100 € 200 uM). Além disso, os autores mostraram que
houve reducdo significativa na longevidade das células
espermaticas em funcdo do tempo no teste TTR, cor-
roborando com nossos resultados.

Como é observado nas Tabelas 1 e 2, a MOT e
0 VG espermaticos variaram de acordo com os tempos
avaliados no TTR, ou seja, durante a andlise do teste
ocorreu uma reducdo nos valores destes parametros.
Isso pode acontecer devido a um maior consumo das
reservas nutritivas das células espermadticas no decorrer
desse periodo de tempo, além das perdas de compo-
nentes intracelulares ou de possiveis lesdes estruturais,
diminuindo, assim, sua viabilidade em funcdo da
redugdo do ATP produzido durante as primeiras horas
de incubagdo [4,25].

Um resultado recente revelou que os esperma-
tozoides de javali podem utilizar o 4cido palmitico e o
acido oleico, adicionados em diluidor citrato trissddico,
como substratos de energia para a producio de ATP ao
longo de um periodo de tempo de até 3 h a 37°C [29].
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Nao se tem conhecimento se o acréscimo de dcido
palmitico a esse diluidor seminal em cies terd essa
mesma resposta ao longo do tempo de incubacdo, o
que estimula mais pesquisas no futuro.

J4 se tem dados na literatura sobre o uso do
dcido palmitico como antioxidante no processo de re-
frigeracdo e criopreservagdo de s€émen de touros [5,15],
porém ainda ndo tinha sido encontrado resultados em
cdes até este trabalho.

A Tabela 3 aponta que as membranas acros-
somais espermdticas nao sofreram interferéncia dos
antioxidantes empregados, inclusive as porcentagens
de AC integros se mostraram semelhantes entre os
grupos (= 41%).

A reagdo acrossomica € uma etapa fundamental
no sucesso da fertilizag@o, porém a fusao espermatozoide-
-odcito estd relacionada com os 4cidos graxos presentes na
membrana acrossomal e membrana plasmadtica [11]. Em
humanos, o 4cido graxo poli-insaturado - 4cido docosahe-
xaendico - representa S0% do contetido total desses acidos
nos espermatozoides [21], sendo mais predominante na
cabega [11], onde fica o acrossoma; ja em caes esse dcido
€ mais encontrado no fluido do corpo do epididimo [2],
local de maturagdo dos espermatozoides. A presenca
desse 4cido relaciona-se diretamente com a MOT esper-
madtica, 0 VG e a reacdo acrossomica no homem e essas
informacdes podem explicar uma maior capacidade
de sobrevivéncia das células espermdticas humanas na
criopreservacdo [18,19,21], possivelmente a presenca e
o local de encontro desse 4cido poli-insaturado seja uma
das justificativas da sensibilidade dos espermatozoides de
cdes quando comparado com o de humanos durante esse
processo, e, mais uma vez, ressalta-se o uso de antioxi-
dantes no diluidor seminal de cies como uma alternativa
de diminui¢d@o de danos as células espermaticas.

Também foi observado na Tabela 3 que a ati-
vidade das mitocondrias ndo evidenciou melhora com
a adicdo dos antioxidantes, sendo que somente o G2
apresentou porcentagem acima de 30% de potencial
mitondrial. Esse parAmetro estd associado a produgao
de energia dos espermatozoides, essencial para a MOT
e VG espermaéticos [1].Assim, observou-se nos grupos
testados neste trabalho, uma relag@o entre a baixa ativi-
dade mitocondrial e os menores valores de movimento e
viabilidade espermaticas (MOT e VG).

Notou-se, ainda na Tabela 3, que o grupo do
dcido palmitico (G2) apresentou a melhor porcenta-
gem de espermatozoides com MP integra (45,60%) se

sobressaindo do G3 (39,80%), que também foi melhor
que o controle (28,4%). A composicdo lipidica da mem-
brana plasmatica dos espermatozoides esta diretamente
relacionada a MOT e a fluidez dessa membrana [22].

Apesar de a composicdo exata da membrana
plasmatica espermatica de cdes ainda ser um pouco
desconhecida, ela pode ser definida pela presenca de
fosfolipideos, glicerofosfolipideos e colesterol [18].
Uma pesquisa revelou a presenca de alguns fosfolipideos
em grande quantidade na membrana plasmatica esper-
matica de cdes: fosfatidilcolina (acidos graxos estedrico,
araquiddnico e oleico) fosfatidiletalonamina (miristico e
araquiddnico), além de dcidos glicerofosfatidicos (dcido
palmitico) [18]. E importante frisar que quanto mais a
membrana plasmadtica se mantém intacta durante o pro-
cesso de criopreservacdo, mais ela consegue sustentar
o equilibrio osmético celular e formar uma barreira de
protecdo entre 0 meio intra e extracelular.

O 4cido palmitico é um dos 4cidos graxos sa-
turados de maior abundancia na membrana plasmaética
de espermatozoides de humanos [11], de cdes [18] e de
outros animais como o javali [28]. E um 4cido graxo
também muito presente no plasma seminal canino
[10]. Esses autores revelaram que os lipidios totais no
plasma seminal foram de 2,5%, correspondendo a 85%
de 4cidos graxos saturados e 15% de acidos graxos
insaturados. As maiores propor¢des de dcidos graxos
saturados foram o 4cido palmitico (30,4%), acido
estedrico (23,4%) e acido miristico (5,3%), além do
4cido graxo insaturado - dcido oleico (9,0%).

CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo do 4cido palmitico
na concentracdo de 100uM ao diluidor Tris-gema
foi capaz de preservar a integridade da membrana
plasmética durante o processo de criopreservacdo do
sémen de caes.
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