2,4 DINITROFENOL: ENSAIO DE TOXICIDADE EM SEMEN SUINO
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1. INTRODUGAO

O resfriamento de sémen suino entre 15 e 18° C € uma tecnologia largamente
empregada na maioria das granjas tecnificadas, por auxiliar nas inseminagdes
artificiais (ANTUNES, 2007). Porém, a viabilidade celular diminui com o tempo de
armazenamento (MURGAS et al., 2002), tendo as espécies reativas de oxigénio
(ERO) extenso envolvimento nessa perda de viabilidade (FOOTE et al., 2002).

Sabe-se que as mitocondrias sdo fundamentais para a produgédo de energia
espermatica na forma de adenosina tri fosfato (ATP), contudo sao o principal sitio da
producdo de ERO (Yao, et al.,, 2000). Assim, a fim de aumentar a sobrevivéncia
espermatica, a interferéncia nas mitocondrias seria uma estratégia de destaque para
diminuir o estresse oxidativo gerado pelo excesso de ERO. O agente desacoplador
2,4 dinitrofenol (DNP) permite que os protons atravessem a membrana mitocondrial
interna de modo nao acoplado a fosforilagado oxidativa, o que resulta em aumento no
transporte de elétrons e nas taxas de consumo de oxigénio (HARPER et al., 2001).
Baixas concentragdes gerariam um desacoplamento suave, capaz de diminuir as
ERO mitocondriais dramaticamente por mecanismos diversos (SKULACHEV, 1998).
Contudo, concentragdes elevadas gerariam toxicidade, comprometendo a
sobrevivéncia espermatica pela queda drastica na geragao de ATP.

Logo, torna-se fundamental determinar concentragbes n&o toxicas de DNP
para espermatozoides suinos, pois aparentemente nao existem trabalhos publicados
acerca dessa concentragao ideal. Assim, o objetivo deste estudo é avaliar os efeitos
do 2,4 dinitrofenol sobre a motilidade de espermatozoides suinos resfriados a 17°C
por 96 horas.

2. METODOLOGIA

O sémen foi coletado, pela técnica da mao enluvada, de nove machos suinos
da raga landrace. Posteriormente, avaliou-se a motilidade espermatica, porcentagem
de células méveis, em lamina sob laminula aquecida a 37 °C em microscopia Optica
em aumento de 200x (CBRA, 1998) para obtengcdo dos parametros a fresco. Em
seguida um volume de 15 mL de ejaculado de cada macho foi centrifugado a 800 g
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido nos
diferentes tratamentos: Con (apenas Beltsville Thawing Solution - BTS); T1 (0,01uM
de DNP em BTS); T2 (0,1uM de DNP em BTS); T3 (1,0 uM de DNP em BTS) e T4
(10puM de DNP em BTS). Apos a diluicdo nos tratamentos as amostras foram
armazenadas em caixa térmica a 17°C por até 96 horas. A motilidade espermatica
foi avaliada a cada 24 horas, sendo os tratamentos aquecidos a 37°C por 10 min
antes da avaliagdo. Para cada tratamento houveram nove repeticbes, as médias



foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis e todas as analises realizadas no
software STATISTIX 9.0 (2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os machos avaliados apresentaram motilidade entre 70 e 80% a
fresco, valores ideais segundo o padréo estabelecido para a espécie (CBRA, 1998).
Desse modo, os ejaculados apresentavam qualidade para compor o experimento de
toxicidade (Tab. 1).

Tabela 1 — Motilidade do Sémen suino fresco
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Para o sémen resfriado a 17 °C, independente do tempo de armazenamento
nao houve diferenga estatistica (P>0,05) entre as diferentes concentragcdes de DNP
e o controle (Tab. 2).

Tabela 2 — Motilidade do sémen suino em diferentes tempos de armazenamento a
17°C: Média e Desvio Padrdo. N= 9 para cada tratamento

Tratamento 24h 48h 72h 96h
Con 74,4 +52 71,1 +6,0 60,0 £ 11,1 422 +13,0
T 72,2+9,7 71,1+6,0 60,0 + 11,1 42,2 +13,0
T2 74,4 +52 70,0+ 7,0 60,0 £ 10,0 42,2 +10,9
T3 72,2 +8,3 67,7+ 12,0 58,8+ 11,6 37,7+16,4
T4 72,2 +6,6 68,8+ 11,6 58,8 £9,2 38,8 +9,2

Tratamentos: Con (apenas BTS); T1 (0,01uM de DNP em BTS); T2 (0,1uM de DNP em BTS); T3 (1,0
MM de DNP em BTS) e T4 (10uM de DNP em BTS). As médias foram comparadas pelo teste de
Kruskal-Wallis (P>0,05)

Nota-se um decréscimo da qualidade espermatica com o passar do tempo, o
que era esperado, por ser um fendmeno descrito na literatura. Murgas et al., (2002)
relatou a perda de qualidade espermatica em suinos a partir de 72h de
armazenamento independente do diluente utilizado. Contudo, mesmo nas amostras
com menor motilidade (em 96h) os tratamentos contendo DNP né&o diferiram do
controle, reforcando que o0 mesmo nao exerceu toxicidade sobre os
espermatozoides suinos.



Esse estudo tem importancia pelo fato de demonstrar o papel do DNP sobre
espermatozoides suinos resfriados, uma vez que aparentemente o composto foi
avaliado apenas em blastocistos da espécie (MACHATY et al., 2001). Além disso, os
resultados foram promissores, pois demonstram a viabilidade de utilizacdo do DNP
como aditivo do resfriamento de sémen, podendo ser aplicado em um estudo mais
extenso, avaliando além da motilidade outros parametros de qualidade espermatica
como, por exemplo, a funcionalidade mitocondrial, por serem nessas organelas o
sitio de acao do DNP.

4. CONCLUSAO

Todas as concentracdes de DNP testadas ndao apresentaram toxicidade ao
sémen suino em relag&o ao controle, independente do tempo de armazenamento.
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