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1. INTRODUGAO

Os efeitos das radiagdes ultravioletas (UV) em animais submetidos a coleta
de semen, para realizacao de protocolos de resfriamento e criopreservagao tem
despertado interesse da comunidade cientifica.As celulas espermaticas possuem
baixas concentragbes do aminoacido mycosporine-like (MAAS), que protegea
célula contra danos do UV, com isso essas células possuemuma inferior
capacidade de reparacao do DNA, além de uma menor capacidade antioxidante.

Estudos mostraram que a UV causa danos celulares, como: efeitos
indiretos no DNA, pela formagdo de compostos quimicos como ROS (Espécie
Reativa de Oxigénio), que interagem com o DNA podendo quebrar cadeias de
DNA-proteinas; ligagdes cruzadas; sitios labeis alcalinos e gerar a inativagdo de
enzimas. Além disso, ROS interagem com lipidios da membrana plasmatica
promovendo a oxidacdo de acidos graxos insaturados diminuindo a fluidez de
membrana prejudicando os gametas de animais marinhos (THOMA, 1999;
DAHMS & LEE, 2010), o que é inviavel em células espermaticas submetidas a
protocolos de refrigeragao e criopreservagao.

Com o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da UVB em
doses abaixo do considerado ambiental, nas estruturas fisioldgicas e morfologicas
de espermatozoides ovinos sob parametro in vitro, quando submetidos a radiacéo
e posterior refrigeragcao a 5°C por periodo de 48 horas.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados sete carneiros sem raca definida, sexualmente maduros e
clinicamente saudaveis, sob mesmas condigdes de manejo e alimentagdo. Os
animais foram submetidos a seis coletas de sémen, pelo método de vagina
artificial em presenga da fémea (Evans e Maxwell, 1997), totalizando 42
ejaculados. Apenas ejaculados que apresentaram motilidade maior ou igual a
70% e vigor maior ou igual a 3 (CBRA, 2013), foram utilizados no experimento. A
concentracao minima foi de 2,0x109 espermatozoides viaveis/mL, sendo essa
avaliagao realizada pelo método de contagem em camara de Neubauer (CBRA,
2013). As amostras foram diluidas em Tris Gema, na diluicdo final
(4x107espermatozoidesviaveis/mL) e submetidas a radiacdo UVB nos diferentes
tempos: 0, 30s, 60s, 90s, 120s e 150s, correspondentes as seguintes doses: 0 —
2,199 mJd/cm? — 4,398 mJ/cm? — 6,597 mJ/cm? — 8,796 mJ/cm2 — 10,995 mJ/cm?;
todas abaixo da dose ambiental que é 558 J/cm?2. As avaliagbes foram em
duplicatas e realizadas nas 0, 24 e 48h, mantidas em caixa condicionadora a
temperatura de 5°C,sendo incubadas a temperatura de 37°C/10min antes das
analises. Os espermatozoides foram avaliados nos parametros in vitro de:
motilidade espermatica total e progressiva pelosistema computer assisted sperm
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analysis (CASA); integridade membrana plasmatica, funcionalidade de
mitocdndria, integridade de DNA e acrossoma microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX 51, América INC, Sao Paulo, SP), utilizando o filtro WU com
excitacdes de 450-490 nm e emissdo de 516-617 nm.
Analise Estatistica realizada pelo teste ANOVA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da cinética espermatica de células ovina no momento zero,
24 horas e 48 apds a exposicao a radiagdo UVB, e armazenados a 5°C em
diferentes tempos avaliados pelo sistema computer assisted sperm analysis
(CASA) estao definidos nas tabelas. A motilidade total, quando comparado ao
controle teve uma redugdo nos tempos de 30s (2,199 mJ/cm?2),60s (4,398
mJ/cm?): 90s (6,597 mJ/cm?) e 120s (8,796 mJ/cm?2), no periodo de 24 horas apos
a exposicdo ao UVB. Nao apresentando maiores relevancias estatisticas
comparado ao controle referente a motilidade.

O restante das tabelas que trazem as avaliacbes em microscépio de
fluorescéncia da qualidade das estruturas das células espermaticas apds a
exposicao a radiacdo UVB em tempos diferentes, sendo que as duas ultimas
correspondem ao tempo de armazenamento refrigerado a 5°C no periodo de 24h
s e 48hs apds a exposicao, respectivamente. Nas tabelas revelaram que ndo
houve danos significativos no DNA. Em contrapartida, a UVB prejudicou o
acrossoma, membrana e a mitocéndria, com maiores danos no maior tempo
(150s =10,995 mJ/cm?).0s danos ocorreram somente no momento da exposicdo
(Hora zero) (Tabela 1), mostrando que com o tempo de 24h (Tabela 2) e 48hs
(Tabela 3) apés a radiacdo e acondicionado a 5°C os danos se mantiveram e
sem agravamento.

Tabela 1 — Avaliacdo de Motilidade Total, Motilidade Progressiva,
Integridade de Acrossoma, Integridade de DNA, Integridade de Membrana e

VariavelTempo de Exposicao (S)

(%)

0 30 60 90 120 150
Motiidade Total | 73411  749+12  762+10 725+14 7590+10 73211
Motilidade 498+13 520+15  528+13 51.0+16 533+12 51.6+14
Progressiva
Integridade de | 769, 18 772415  774+23 736420 725+57 762+19
Acrossoma
'[;‘,t\leg”dade de  1400.0£0.0 1000+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+ 0.0
Integridade de | y5 9,05  42:+24  484+21 441+25 48724 502+15
Membrana
Funcionalidade | oo 2\ 54 686+33  739+31 694:25 67.8+30 64.53.0
de Mitocobndria

Funcionalidade de MitocOndria das células espermaticas ovinas imediatamente
apos a exposicao a diferentes doses de UVB.

Radiacao Os = 0; 30s=199 mJ/cm?; 60s= 4,398 mJ/cm?; 90s =6,597 mJ/cm?;
120s= 8,796mJ/cm?; 150s= 10,995 mJ/cm?Z.
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Tabela 2- Avaliacdo de Motilidade Total, Motilidade Progressiva,

Integridade de Acrossoma, Integridade de DNA, Integridade de Membrana e
Funcionalidade de Mitocéndria das células espermaticas ovinas, analisadas 24hr
apos a exposicao a diferentes doses de UVB resfriados a 5°C.

VariavelTempo de Exposicao (S)

(%) 30 90 120 150

Motilidade Total | 83.0+1.1% 77.4+21° 784+ 18% 768+23° 77.1:23° 842+11a

';,"Ot"'dad.e 575+17%® 539+23b 550+21% 537+23b 541+23b 60.1+1.9a
rogressiva

X‘teg”dade de 19371122 87.0+20% 834+32b 858+33b 87.4:21% 84.5+22b
Crossoma

'Er)‘,t\leAg”dade de  1100.040.0  100.0£0.0  100.0£0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+ 0.0

Integridade de | 5o 7 L 352 B55420ac 5674292 501+27b 559+3.0% 47.9+20°

Membrana

Funcionalidade | g4 5, 1 gab 7694+ 34ac 8421142 80.6+14% 757+3.05 714+37¢

de Mitocobndria

Letras distintas na mesma linha apresentam diferengas estatisticas pelo teste de
Kruskal-wallis (P<0,05).
Radiagdo 0s = 0; 30s=199 mJ/cm?; 60s= 4,398 mJ/cm?; 90s =6,597 mJ/cm?;
120s= 8,796mJ/cm?; 150s= 10,995 mJ/cm?.

Tabela 3— Avaliacdo de Motilidade Total, Motilidade Progressiva, Integridade de
Acrossoma, Integridade de DNA, Integridade de Membrana e Funcionalidade de
Mitocondria das células espermaticas ovinas, analisadas 48 hrs apos a exposicéo
a diferentes doses de UVB refriados a 5°C.

VariavelTempo de Exposicao (S)

(%)
0 30 60 90 120 150

Motilidade Total | 61.1+1.7  608+1.6  626+14 592:18 609:17 63917
Motilidade 424+17  A17+16  436+14 405+18 41.0+16 446+17
Progressiva
Integridade de
egridade 63.6+£12  608+45  636+21 641+17 614+20 59614
'Er)‘,t\lelf”dade 94000+ 0.0 100.0£0.0 100.0£0.0 100.0£0.0 100.0+0.0 100.0+ 0.0
Integridade  de | 4, 4 58 448+28  458+21 450+10 450+23 44826
Membrana
Funcionalidade | op 4\ 37 552433 546437 540:26 549+23 515£22
de Mitocbndria

Radiacdo 0s = 0; 30s=199 mJ/cm?; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm?;
120s= 8,796mJ/cm?2; 150s= 10,995 mJ/cm?Z.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo, a célula espermatica sofre
interferéncia da radiagado ultravioleta, com danos em sua estrutura funcional:
funcionalidade de mitocondria, integridade de membrana e acrossoma, mesmo
sem alterar sua motilidadee integridade de DNA. Assim, surge a possibilidade de
se ampliar estudos sobre os efeitos de outras radiacbes ultravioletas na
morfofisiologia espermaticas e como podem agir quando realizadas analises in
vitro de diferentes estruturas celulares em conjunto.
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