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1. INTRODUGAO

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

Estudos mostraram que a UV causa danos celulares, como: efeitos
indiretos no DNA, pela formagcdo 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 inativacdo 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.

Ainda pode-se ter a interferéncia dos ROS através da integridade do
acrossoma impedindo a incorporagdo do espermatozoide no gameta feminino
(SEAVER et al., 2009), e de mitocondria da qual é altamente sensivel e fonte de
energia para célula localizada na pecga intermediaria do espermatozoide. Com
isso devido a danos a estes possiveis locais previamente definidos existe a
avaliacdo de microscopia da cinética espermatica que estima através de
parametros morfolégicos da célula, possiveis irregularidades e atualmente servem
como constituinte de exame androlégico de machos e de utilizagdo para os
processos de criopreservacao de sémen.

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 refrigeracao a 5°C por periodo de 24 horas.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados sete carneiros sem raga 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
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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 2,0x10>9 espermatozoides viaveis/mL, sendo essa
avaliacao realizada pelo método de contagem em camara de Neubauer (CBRA,
2013). As amostras foram diluidas em Tris Gema, na diluicdo final
(4x10>7espermatozoidesviaveis/mL) e submetidas a radiacdo UVB nos diferentes
tempos: 0, 30s, 60s, 90s, 120s e 150s, correspondentes as seguintes doses: 0 —
2,199 md/cm2 - 4,398 md/icm2 — 6,597 md/cm2 — 8,796 md/cm2 - 10,995
mJ/cm2; todas abaixo da dose ambiental que é 558 J/cm-2. As avaliagbes foram
em duplicatas e realizadas nas 0 e 24h, 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, distédncia linear progressiva e
velocidade linear progressiva pelo sistema computer assisted sperm analysis
(CASA); integridade membrana plasmatica, funcionalidade de mitocondria e
integridade de acrossoma através do microscopio de epifluorescéncia (Olympus
BX 51, América INC, Sao Paulo, SP), utilizando o filtro WU com excitagbes de
450-490 nm e emissdo de 516-617 nm. A anadlise estatistica foi realizada pelo
teste ANOVA.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da cinética espermatica avaliados no CASA nao
apresentaram nenhuma diferenga estatistica, tanto nas concentragcdes de 199
mJ/cm?; 4,398 md/cm?; 6,597 md/cm?; 8,796mJ/cm?; 10,995 md/cm? tanto
imediatamente quanto 24h apds exposicédo a radiacdo. Este dado indicaria que a
célula espermatica nao sofreria nenhum tipo de dano quando exposta a radiagao,
pois pela avaliagdo morfologica da célula ndo se tem diferengca como seria o
esperado. Quando em dano de mitocdndria induz que houvesse variagao de
motilidade total e progressiva e distancia linear progressiva. Ja quando houvesse
dano em acrossoma esperaria-se danos principalmente na amplitude de
deslocamento lateral da cabeca do espermatozoide. No caso de dano na
integridade de membrana poderia haver variacdo na disténcia e velocidade linear
progressiva, variagao no batimento flagelar cruzado e motilidade progressiva.

Tabela 1 — Avaliagdo de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP),
Disténcia linear progressiva (DSL), Velocidade linear progressive (VSL)
Integridade de Acrossoma (lA), Integridade de Membrana (IM) e Funcionalidade
de Mitocéndria (FM) das células espermaticas ovinas imediatamente apds a
exposicao a diferentes doses de UVB.

Variavel Tempo de Exposigao (S)
0 30 60 90 120 150

MT*(%) 83.0+1.1 77421 784+1.8 76.8+2.3 771123 842+1.1
MP*(%) 57.5+1.7 53.9+23 55.0+2.1 53.7+23 541+23 60.1+1.9
DSL*(um) 16.1+£0.5 16.8 £ 0.6 16.4 £ 0.6 16.2+ 0.6 16.7 £ 0.6 16.4 £ 0.6
VSL*(um/s) 37.5+1.1 39.0+1.2 37.8+13 37.2+13 38.7+1.3 384+13
1A (%) 93.7+1.2 87.0+2.0 834+3.2 85.8+3.3 87.4+ 21 845+22
IM (%) 58.7+ 3.6 555+2.0 56.7+2.9 50.1+2.7 55.9+ 3.0 479+20
FM (%) 81.2+1.9 76.9+3.4 842+14 806+1.4 75.7+3.0 714+37

Radiagio 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?. *Avalia¢bes de Cinética Espermatica
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Ja na avaliagao na microscopia de epifluorescéncia notou-se que houve variagcao
tanto na integridade de membrana e de acrossoma, e de funcionalidade de
mitocondria imediatamente a exposicdo a radiacdo, com destaque na
concentragdo de 10,995 mJ/cmZ2. No periodo de 24h apds a exposicdo a radiagédo
os tratamentos n&o tiveram diferenga estatistica comparada ao controle,
percebendo que o efeito da radiagcdo ficou estabilizado ao longo do periodo
armazenado a 5°C.

Tabela 2— Avaliacdo de Motilidade Total (MT), Motilidade Progressiva (MP),
Amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH), Frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF), Distancia linear progressiva (DSL), Velocidade linear
progressive (VSL) Integridade de Acrossoma (lA), Integridade de Membrana (IM)
e Funcionalidade de Mitocéndria (FM) das células espermaticas ovinas analisadas
24h apés exposigao a diferentes doses de UVB resfriados a 5°C.

Variavel Tempo de Exposigao (S)
0 30 60 90 120 150

MT*(%) 734 +1.1 749+1.2 76.2+1.0 725+1.4 75.9+1.0 73.2+1.1
MP*(%) 498+ 1.3 52.0+1.5 52.8+1.3 51.0+1.6 53.3+1.2 516+1.4
DSL*(um) 18.1+0.4 18.3+0.5 19.0+04 19.5+04 19.2+0.5 20.0+£ 0.6
VSL*(um/s) 423+1.0 426+1.1 441+0.9 451+1.0 443 +11 452 +1.3
1A (%) 76.9+1.8 772+15 771123 736120 725+57 76.2+1.9
IM (%) 439422 462+ 24 484+ 21 441+25 48.7+24 50.2+1.5
FM (%) 65.7+2.4 68.6 + 3.3 73.9+ 3.1 69.4+25 67.8+3.0 64.5+3.0

Radiagio 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?. *Avaliagbes de Cinética Espermatica

4. CONCLUSOES

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