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1. INTRODUCAO

Os suinos quando comparados a outras espécies possuem
espermatozoides mais sensiveis a flutuacdes de temperaturas devido a maior
porcentagem de lipideos e proteinas da membrana espermatica (CASTAGNA et
al., 2001). O diluente utilizado para conservacdo do sémen possui extrema
importancia na mantenca da Vviabilidade dos espermatozoides durante o
resfriamento, atuando em pontos como: aumentar o volume de ejaculado, manter
o pH ideal para as células, atuar como antimicrobiano, manter o balanco
osmotico, ser fonte de nutrientes durante a producdo de energética da célula e
proteger os espermatozoides contra o choque térmico (KARABINUS et al., 1997).

O diluente mais utilizado para conservacdo de sémen suino € o Beltsville
Thawing Solution (BTS), sendo capaz de manter a viabilidade espermatica por até
trés dias (MURGAS et al., 2002), porém tem se tornado necessario o
desenvolvimento de técnicas e solu¢des que possibilitem a utilizacdo do sémen
tanto em temperatura ambiente quanto refrigerado por longos periodos,
principalmente devido ao crescente aprimoramento de biotecnias reprodutivas na
suinocultura, buscando minimizar as quedas nos resultados de fertilidade das
células espermaticas (CORREA et al., 2001). Uma das maneiras de prolongar o
tempo de armazenamento do sémen € a adicdo de compostos que possam
diminuir a producdo de espécies reativas de oxigénio (do inglés ROS) e que
consequentemente diminuem o estresse oxidativo o qual esta relacionado
diretamente a perda de capacidade fertilizante espermatica durante o
armazenamento. Nesse contexto, compostos que atuem sobre as mitocondrias,
como 2,4 dinitrofenol (DNP) séo promissores para o prolongamento da viabilidade
seminal, uma vez que estas organelas sao a principal fonte produtora de ROS nas
células. O DNP é um composto organico, ligeiramente solavel em agua (USEPA,
1993), e que em altas concentracdes pode se apresentar toxico para 0s seres
humanos (DE FELICE e FERRERIRA, 2006). Entretanto, estudos recentes tém
demonstram que em baixas concentracdes (em ordem de micromolares) o DNP
possui efeito benéfico como na prevencdo da degeneracdo neural, devido sua
atuacdo como desacoplador da cadeia respiratoria mitocondrial, acelerando assim
a cadeia de transporte de elétrons (CTE) e diminuindo a formacdo de ROS
(WASILEWSKA-SAMPAIO et al., 2005; BRAND, 2000). Assim, o objetivo deste
estudo € avaliar os efeitos do diluente BTS contendo diferentes concentragdes do
DNP sobre a motilidade de espermatozoides suinos, mantidos a temperatura
ambiente (22°C) por até 48 horas.

2. METODOLOGIA
Neste trabalho foram realizadas 5 coletas com 3 machos suinos alojados

na Faculdade de Veterinaria, UFPel, totalizando 15 ejaculados. As coletas forma
relizadas pelo método da méo enluvada, em frascos aquecidos a 38°C cobertos
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com filtro, para possibilitar a separacdo da parte gelatinosa do sémen (Hancock;
Hovel, 1959). Sé foram processados os ejaculados que apos a diluicdo em 1:1 em
BTS, apresentaram motilidade espermatica acima de 60% quando avaliada em
lamina sob laminula aquecida a 37° C em microscopia Optica em aumento de
200x (CBRA, 1998). Os grupos foram divididos em: controle (apenas com BTS),
T1 (BTS + 10 uM de DNP), T2 (BTS + 1 uM de DNP), T3 (BTS + 0,1 uM de DNP)
e T4 (BTS + 0,01 uM de DNP). Ap6s a diluicdo foram armazenadas em
temperatura ambiente (22°C) por até 48 horas. A motilidade espermética era
avaliada a cada 24 horas, aquecendo 1 mL de cada tratamento a 37°C durante
por 10 min, e posteriormente utilizando 10 pL para ser realizada a avaliagao sobre
a porcentagem de céluas viaveis em 5 campos distintos. Os resultados foram
analisados por ANOVA e comparacdo de meédias através do teste de Tukey no
software Statistix® 9.0 (2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avaliacbes realizadas até 48 horas de armazenamento na
temperatura, ambiente (22° C), ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os
tratamentos contendo DNP e o controle (Tabela 1).

Apesar de que o decréscimo da qualidade espermética com o passar do
tempo corrobora com MURGAS et al., (2002) que ja havia descrito, uma queda na
motilidade do sémen suino com o armazenamento, independente do diluente
utilizado. Este resultado tem importancia pelo fato de demonstrar que o DNP,
guando usado nestas concentracdes, ndao € toxico para célula espermatica. Isto
torna seu uso promissor, ja que o DNP se mostrou benéfico para
espermatozoides de macacos, aumentando sua motilidade apds
descongelamento quando utilizados em baixas concentracdes, isto €, de no
maximo 50 yM (DONG et al., 2010). Além disso, demonstrou possivel relevancia
na espécie suina quando aplicado em moérulas que obtiveram maior nimero de
blastocistos em relacdo ao controle, no tratamento com concentracdo de 100 uM
(MACHATY et al., 2001).

Tabela 1: Motilidade espermatica suina avaliada até 48 horas ap0s a conservacao
em temperaturas de 22°C, com diferentes concentracdes de 2,4 dinitrofenol no

diluente.
Variavel Tempo  Controle T1 T2 T3 T4
oh 67,0£95 65,0+20,6 63,0+134 67,0+15,0 61,0 22,8
Motilidade 24h 470+125 48,0+18,1 51,0+185 56,0135 55,0 + 10,8
48h 31,0+129 21,0+11,0 27,0+10,6 30,0+10,5 28,0 +12,3
Integridade de oh 67,1+143 60,3+155 60,1+16,8 69,8+11,0 70,3 +8,2
Membrana 24h 64,1+149 570+144 600+181 56,2+17,8 61,7+124
48h 50,2+159 51,6+17,1 580+144  50,2+136 52,9+ 15,9
o oh 67,7£159 61,4+195 638+7.2 69,1 +10,4 69,1+ 10,4
F‘;;}f:égi'é‘:;?e 24h 47,1+20,0 47,1+20,0 557+191 51,7+228 60,4 + 12,1
48h 449+11,8 449+117 497+158 457173 50,5 + 8,8
Controle: BTS, T1: BTS + 10 pM DNP, T2: BTS + 1 pM DNP, T3: BTS + 0,1 uM DNP, T4: BTS + 0,01 pM
DNP.

Porém a temperatura de 22°C com a adicdo de DNP néo foi eficaz para
reduzir significativamente o metabolismo celular, possibilitando que a velocidade
das reacOes enzimaticas de maneira negativa fossem afetadas; porém observou-
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se que nao houve modificacbes na permeabilidade das membranas bioldgicas,
acarretando interferéncias em suas atividades (WATSON, 1996). Contudo se
esperava que em temperatura ambiente o DNP teria um efeito positivo em relacéo
a manutencdo da motilidade, j& que o composto tem sua penetracdo na facilitada
devido ao metabolismo acelerado na célula (HAZEL, 1984), mas néao foi
observado esse efeito neste experimento.

4. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos foi possivel verificar que ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos, no entanto a adicdo de DNP no diluente do
sémen de suinos nao prejudica a funcionalidade espermatica em nenhum dos
pontos avaliados.
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