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Onde você vê um obstáculo,  

Alguém vê o término da viagem  

E o outro vê uma chance de crescer.  

  

Onde você vê um motivo pra se irritar,  

Alguém vê a tragédia total  

E o outro vê uma prova para sua paciência.  

  

Onde você vê a morte,  

Alguém vê o fim  

E o outro vê o começo de uma nova etapa...  

 

Onde você vê a fortuna,  

Alguém vê a riqueza material  

E o outro pode encontrar por trás de tudo, a dor e a miséria total.  

  

Onde você vê a teimosia,  

Alguém vê a ignorância,  

Um outro compreende as limitações do companheiro,  

Percebendo que cada qual caminha em seu próprio passo.  

  

E que é inútil querer apressar o passo do outro,  

A não ser que ele deseje isso.  

Cada qual vê o que quer, pode ou consegue enxergar.  

  

"Porque eu sou do tamanho do que vejo.  

E não do tamanho da minha altura”.  

  

FERNANDO PESSOA 
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RESUMO GERAL 

 

Apesar de animais mamíferos apresentarem reprodução interna, a aplicação de 

tecnologias com a utilização de gametas pode leva-los a receberem alguma quantidade 

de radiação ultravioleta B durante sua manipulação. O sêmen é normalmente 

acondicionado em recipientes transparentes que permitem a passagem da radiação 

podendo alterar a função espermática. Além disso, o processo de resfriamento para 

armazenagem de gametas causa diminuição da viabilidade, fazendo uma somatória de 

situações que afetam a integridade e qualidade espermática. O objetivo desde estudo é 

avaliar os efeitos da radiação ultravioleta B sobre a morfofisiologia da célula 

espermática de ovinos. Foram utilizadas doses de sêmen fresco de 7 animais, em 6 

coletas, totalizando 42 ejaculados. As amostras foram diluídas com Tris Gema e 

receberam radiação UVB em tempos diferentes: 0, 30s, 60s, 90s, 120s e 150s, 

correspondentes as seguintes doses: 0 – 2,199 mJ/cm2 – 4,398 mJ/cm2 – 6,597 mJ/cm2 – 

8,796 mJ/cm2 – 10,995 mJ/cm2. As avaliações foram em duplicatas e realizadas 

imediatamente após a exposição à radiação, em seguida as amostras foram conservadas 

em caixa condicionadoras a 5° C para análise em 24 e 48 horas após a exposição. Os 

espermatozoides foram avaliados quanto à: motilidade no sistema computer assisted 

sperm analysis (CASA); integridade membrana plasmática, funcionalidade de 

mitocôndria, integridade de DNA e acrossoma em microscópio de fluorescência. A 

exposição ocasionou danos nas seguintes estruturas: acrossoma, membrana e 

mitocôndria. Não observou-se dano ao DNA em nenhuma dose de radiação. O tempo de 

24h e 48h após a exposição à UVB condicionado em 5° C não se observou perdas na 

qualidade in vitro das estruturas celulares. A cinética espermática ficou alterada em 

vários aspectos na zero hora, principalmente na motilidade total e progressiva que em 

doses menores diminuiu a motilidade e na maior dose ficou igual ao controle na zero 

hora. Assim, a UVB promoveu uma diminuição da qualidade das estruturas 

espermáticas sem interromper a motilidade.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Radiação Ultravioleta B 

 

A camada de ozônio realiza uma proteção contra as radiações eletromagnéticas 

emitidas pelo sol. Porém, com a rarefação desta camada, devido ao aumento da ação 

antrópica, níveis altos de radiação ultravioleta (UVR) conseguem atingir a superfície 

terrestre, podendo prejudicar os sistemas biológicos (WORLD METEOROLOGICAL 

ORGANIZATION, 1994; BONAVENTURA et al., 2006). As UVR agem 

diferentemente nos sistemas biológicos.  

Os efeitos das UVRs em animais com reprodução externa tem despertado o 

interesse da comunidade científica. Os espermatozoides são mais sensíveis as UVRs 

porque faltam aminoácidos, como o mycosporine-like (MAAS), que protegem contra 

UVR, possuem uma inferior capacidade de reparação do DNA e uma menor capacidade 

antioxidante devido ao pequeno volume citoplasmático, possuem uma maior área de 

superfície em relação ao volume e níveis elevados de ácidos poli-insaturados (PUFAs) 

nas suas membranas intracelulares, tornando-os predispostos a peroxidação lipídica 

(LPO) (KARENTZ et al., 1997; AITKEN et al., 1998; DONNELLY et al., 2000; 

ADAMS et al., 2001; LU & WU, 2005a). Acredita-se que a UVC (200-290 nm), por 

reagir com moléculas de ozônio não consegue, ou apenas níveis mínimos ultrapassam 

essa barreira, logo é pouco relevante ecologicamente (DAHMS & LEE, 2010). A UVA 

(320-400 nm) interage muito pouco com a camada de ozônio, sendo que cerca de 90% 

atinge a superfície terrestre (KEVIN, 1994). Estudos mostraram que a UVA causa danos 

celulares, como: efeitos indiretos no DNA, pela formação de compostos químicos como 

ROS (Espécie Reativa de Oxigênio), que interagem com o DNA podendo quebrar 
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cadeias de DNA-proteínas; ligações cruzadas; sítios lábeis alcalinos e gerar a inativação 

de enzimas. Além disso, ROS interagem com lipídios da membrana plasmática 

promovendo a oxidação de ácidos graxos insaturados diminuindo a fluidez de 

membrana prejudicando os gametas de animais marinhos (THOMA, 1999; DAHMS & 

LEE, 2010). 

A UVB (290-320 nm) é mais nociva em relação à UVA, pois causa danos 

diretamente no DNA, induz a formação de dímeros de pirimidinas, aumenta o estresse 

oxidativo, ativa genes do ciclo celular que levam a apoptose (LESSER, 2006; DAHMS 

& LEE, 2010). Em minhocas, a irradiação ultravioleta A e B reduziu em até 70% a 

fertilidade dos casulos, diminuindo a sobrevivência dos mesmos (HAMMAN et al., 

2003), devido ao aumento da produção de ROS durante a oxidação de lipídios nas 

células, sendo que a oxidação dos ácidos graxos essenciais pode perturbar a estrutura 

fina e função das membranas celulares (MISRA et al., 2005).  

Efeitos prejudiciais à reprodução também ocorreram em mexilhão Dreissena 

polymorpha de água doce. Óvulos e espermatozoides irradiados com UVB e 

inseminados tiveram uma paralisação ou atraso da meiose, alteração na integridade do 

acrossoma e a incorporação do espermatozoide no citoplasma do ovo foram diminuídas 

(SEAVER et al., 2009). Em espermatozoides de ouriço-do-mar Sphaerechinus 

granularis a UVB causou a diminuição da capacidade de fertilização e nos ovos 

levaram ao atraso do desenvolvimento com as consequentes anomalias na morfologia 

embrionária (NAHON et al., 2009). 

Estudos com gametas de mamíferos expostas a radiações UVB ainda são 

escassos. Isso se deve ao fato da fecundação ocorrer internamente, logo à possibilidade 

dos gametas terem contato com qualquer tipo de radiação é nula. Porém, com o aumento 

de uso de métodos de criopreservação de gametas para uso posterior em biotécnicas de 
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reprodução, principalmente os espermatozoides que durante a coleta, são colocados em 

recipiente transparentes e assim serem expostos à radiação UVB podendo ocorrer danos 

na sua morfologia e fisiologia que poderão acarretar em comprometimento do processo 

de fertilização. Assim, é necessária a avaliação do manejo do sêmen logo após a coleta 

para descobrir as causas da recorrência de perda qualidade espermática durante a 

utilização em técnicas reprodutivas, logo a UVB pode ser um dos prováveis vetores que 

diminua o êxito nesses procedimentos mesmo em doses muito baixas. 

Além disso, alguns pesquisadores estão utilizando espermatozoides como fonte 

alternativa de material biológico para a diminuição ou substituição do uso de animais 

como cobaias em investigações experimentais (VICENTE-CARRILLO et al., 2015). Os 

espermatozoides são altamente sensíveis, sua fisiologia com mitocôndrias concentradas 

na peça intermediária permite estudos sobre o seu funcionamento e como são afetadas 

pelas perturbações, possuindo a mesma sensibilidade mitocondrial que as células 

somáticas (ANDERSSON et al., 2010; VICENTE-CARRILLO et al., 2015). 

 

Sêmen Ovino 

 

A principal estrutura presente no sêmen é o espermatozoide, uma célula 

independente que apresenta motilidade que permite o deslocamento dentro do trato 

reprodutivo feminino, no caso de reprodução interna, até o encontro com o oócito. Os 

espermatozoides possuem três regiões distintas: cabeça, peça intermediária e cauda 

(Fig.1). Na cabeça espermática está o material genético do progenitor (DNA) e o 

acrossoma, estrutura de suma importância na interação oócito-espematozoide. As 

mitocôndrias ficam na peça intermediária, elas produzem a energia que ativam o 
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movimento do flagelo na cauda (RUSSEL et al., 1990; YANAGIMACHI, 1994; 

CHRISTOVAN et al., 2004). 

 

 

Figura 1: Regiões do espermatozoide (adaptado de: Brasil Escola). 

Os ejaculados de ovino possuem uma alta concentração de células espermáticas, 

isto é, mais de 100 milhões de espermatozoides e que podem ser coletados 

rotineiramente com vagina artificial sem desconforto deste particular, garantindo, assim, 

disposição de numerosas células de testes sem sacrificar animais experimentais.  

Considerando a rotina na coleta de sêmen ovino, 2 a 3 vezes por semana, para fins da 

reprodução, é possível selecionar machos com boa qualidade do ejaculado (SALAMON 

& MAXWELL, 2000). A utilização de ejaculados garante uma fonte de baixa variação 

de viabilidade, que é um pré-requisito para a repetibilidade dos ensaios in vitro.  

Atualmente, a utilização de biotécnicas com células reprodutivas vem abrindo 

mais espaço para medicina reprodutiva humana e animal (CASTRO et al., 2011; 

ROMÃO et al., 2013) como a criopreservação e a inseminação artificial. Para que os 
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espermatozoides tenham uma maior durabilidade utiliza-se um diluente que forneça 

nutrientes e mantenha um pH adequado, proteja a célula gamética contra danos na sua 

membrana, choque térmico e lesões mecânicas causadas durante transporte (AISEN et 

al., 2005; VERSTEGEN et al., 2005). 

Essas técnicas de reprodução assistida promovem a preservação da variabilidade 

do material genético e aumentam a eficiência reprodutiva. Com isso, torna-se possível a 

formação de bancos de germoplasma que geram a preservação ex situ de espécies 

ameaçadas de extinção (CABRITA, et al., 2010) como a espécie Crioula Lanada. Além 

disso, conserva material genético de espécies de produção, fato que favorece a produção 

de alimentos.  

Essas técnicas reprodutivas com espermatozoides ovinos são extensivamente 

pesquisadas, pois ainda existe grande dificuldade de manter a qualidade do 

espermatozoide após congelamento e de realizar com êxito a fertilização in vitro. Por 

esses motivos, ovinos foram escolhidos para esse estudo, pois durante a coleta seminal 

os espermatozoides podem entrar em contato com UVB e prejudicar e/ou alterar o 

resultado final do procedimento. 

 

Motilidade espermática 

 

Durante a espermatogênese, o espermatozoide sofre modificações em suas 

estruturas que o preparam para adquirir características morfofuncionais para quando 

entrar no trato reprodutivo feminino (NISHIMUNE & OKABE, 1993). Características 

morfofuncionais como a motilidade progressiva, capacitação, reação acrossômica, 

ligação e penetração no oócito levando ao desenvolvimento embrionário (JONES, 1998; 

DAVID et al., 2015). Logo, qualquer falha nesse processo leva a prejuízos na 



13 
 

fecundação. Assim, a motilidade do espermatozoide é um instrumento importante para 

avaliação da qualidade espermática dos animais em estudo.  

Para avaliação da motilidade existem duas formas conhecidas: observação de um 

técnico treinado através de microscopia ou, pelo sistema computer assisted sperm 

analysis (CASA). Ambas se mostraram eficientes através de seus resultados obtidos 

(NASCIMENTO et al., 2010; VIVEIROS et al., 2010). O sistema computer assisted 

sperm analysis (CASA) faz uma análise mais completa do comportamento do 

espermatozoide como: frequência do batimento da cauda, linearidade, velocidade 

espermática e balanço (RURANGWA et al., 2001). É uma ferramenta completa para 

estabelecer parâmetros espermáticos. 

 

Funcionalidade Mitocondrial 

 

No espermatozoide, as mitocôndrias localizam-se na peça intermediária. Elas 

produzem, através de reações de oxidação da cadeia respiratória a síntese de adenosina 

trifosfato (ATP), a energia necessária para o batimento do flagelo promovendo a 

motilidade, hipertivação e a penetração no oócitos (BARTH & OKO, 1989; ALBERTS 

et al., 1999). Contudo, alterações na funcionalidade mitocondrial refletem em problemas 

na fertilidade do animal.  

Estudos em humanos mostraram que com a diminuição da funcionalidade da 

mitocôndria, reduz a motilidade dos espermatozoides promovendo redução da 

fertilidade (GRAHAM, 2001; MARCHETTI et al., 2004). Além disso, durante o 

processo de produção de ATP, naturalmente são produzidos subprodutos como espécies 

reativas de oxigênio (ROS) que são prejudiciais que podem causar disfunção 

espermática (AITKEN et al., 1998). Os principais mecanismos de defesa do 
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espermatozoide ficam no plasma seminal, que é retirado quando vai para o resfriamento. 

Durante o processo de maturação, o espermatozoide elimina grande parte do seu 

citoplasma ficando com pouca defesa antioxidante, assim qualquer alteração de ROS 

pode prejudica-lo. 

Com isso, avaliar a funcionalidade mitocondrial do espermatozoide é mais uma 

ferramenta de verificação de sua integridade. Através de sondas fluorescentes como a 

Rodamina 123, juntamente com microscopia de fluorescência, é possível compreender 

os mecanismos de regulação e controle da produção energética (COSSARIZZA et al., 

1993; ARRUDA et al., 2004). Assim, o estado funcional em que a mitocôndria se 

encontra traduz-se através do acúmulo ou não de Rodamina 123 nas peças 

intermediárias. Mitocôndrias coradas fortemente com fluorescência verde estão íntegras, 

enquanto que, fluorescência verde claro, as mitocôndrias são consideradas não 

funcionais. 

 

Integridade de Membrana 

 

Manter a integridade da membrana plasmática do espermatozoide é importante 

para a manutenção da qualidade espermática. A membrana separa o meio interno do 

meio externo e desempenha vários processos relacionados ao metabolismo celular 

através de sua permeabilidade seletiva (SINGER & NICOLSON, 1972; AMANN & 

PICKETT, 1987; COOPER, 1996). A membrana plasmática é composta por uma dupla 

camada de fosforolipídios que se estruturam formando um modelo chamado de 

“mosaico fluído”, apresentando também moléculas de colesterol e proteínas (STRYER, 

1996; HEIDEMANN, 1999). 
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 Segundo Lenzi et al. (1996) a membrana plasmática do espermatozoide se 

modifica desde o processo de espermatogênese até a penetração do oócito, mostrando 

que é de essencial importância para a fertilidade do espermatozoide. Dessa forma, a 

avaliação da membrana espermática é um instrumento eficaz para verificação da 

integridade do espermatozoide. Com a utilização de sondas fluorescentes, como o 

diacetato de carboxifluoresceína e o iodeto de propídio em conjunto, pode-se verificar 

como se encontra a membrana. O diacetato de carboxifluoresceína tem afinidade pelos 

lipídeos e cora de verde todas as células integras, enquanto que, o iodeto de propídio 

cora o DNA em vermelho mostrando que houve ruptura na membrana, também pode ser 

encontrado células coradas de verde e vermelho ao mesmo tempo, ambas são 

consideradas lesadas (GILLAN et al., 2005). 

 

Integridade do DNA 

 

Outro fator a ser verificado na célula espermática é a integridade do DNA. Na 

cabeça do espermatozoide, a cromatina é fortemente enovelada, mais compacta, com o 

auxílio de proteínas que o enovelam, isso protege o DNA de agentes exógenos 

prejudiciais e mantém o genoma transcricionalmente inativo (POGANY et al., 1981; 

SINGH et al., 2003; DIETRICH et al., 2005; PARTYKA et al., 2010). Porém, 

fenômenos como o estresse oxidativo e deficiências em processos naturais promovem 

quebras da fita de DNA podem levar a danos irreversíveis no DNA do espermatozoide 

levando a casos de infertilidade (IRVINE et al., 2000; SHARMA et al., 2004; O’BRIEN 

& ZINI, 2005). 

 Portanto, para o desenvolvimento de um embrião saudável é fundamental que o 

DNA esteja íntegro no espermatozoide. Um espermatozoide com DNA fragmentado 
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ocasionará em incapacidade de fertilização, através da inabilidade do espermatozoide 

em alcançar o sítio de fertilização ou para iniciar o bloqueio da polispermia durante 

penetração no oócito, atrasos no desenvolvimento embrionário e aborto (SAACKE et 

al., 1994; VARELA et al., 2012b; VICENTE-FIEL et al., 2014). Com o uso do corante 

fluorescente acridine orange é possível verificar a integridade do DNA, emitindo 

fluorescência verde se estiver intacto (fita dupla do DNA) e laranja nos casos lesão (fita 

simples) (ARRUDA et al., 2004). 

 

Acrossoma 

 

O espermatozoide de mamíferos apresenta na porção anterior de sua cabeça uma 

estrutura chamada de acrossoma. O acrossoma é uma região que contém duas camadas 

de membranas com vários tipos de proteínas cobrindo o núcleo, é responsável pela 

interação espermatozoide e oócito (BARTH & OKO, 1989). Durante o processo de 

fecundação, o espermatozoide se liga a proteínas específicas do oócito, que ativam a 

reação acrossomal. As membranas, externa e interna, do acrossoma se fundem liberando 

enzimas proteolíticas que farão a fusão do espermatozoide com o oócito (SILVA, 1998; 

FLESCH & GADELLA, 2000; SENGER, 2003). 

Falhas ou erros durante a reação acrossomal tornam o espermatozoide incapaz 

de fertilizar o oócito (GADELLA et al., 2001; AREEKIJSEREE & 

VEERAPRADITSIN, 2007). Assim, a manipulação de gametas pode promover danos 

no acrossoma e torna-lo infértil. Técnicas utilizando microscópio de epifluorescencia e 

os compostos fluorescentes: iodeto de propídio e FITC-PNA (Lectina de Arachis 

hypogaea conjugada ao corante isotiocianato de fluoresceína - FITC) permite a 

verificação do estado em que se encontra o acrossoma. Se a célula estiver com a 
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morfologia normal (lisa) com fluorescência verde é considerada normal, enquanto que, 

se a célula estiver corada de verde ou vermelha com a morfologia anormal (rugosa), são 

consideradas espermatozoides com acrossoma lesado (KAWAMOTO et al., 1999). 

 

Redução da Temperatura Espermática 

 

Mudanças de temperatura modificam a permeabilidade da membrana celular e 

alteram o metabolismo celular, aumentando ou diminuindo a atividade enzimática. Com 

isso, é possível a utilização de baixas temperaturas para a conservação e prolongamento 

da sobrevivência celular (HAZEL, 1984; COSTA & FERREIRA, 1991). Segundo 

Vishwanath et al. (1996), existem duas principais técnicas de reduzir a temperatura e 

assim conservar as células: resfriamento e congelamento. Estas técnicas são largamente 

utilizadas para a conservação de espermatozoides de várias espécies e permite a 

ampliação de estudos na área de reprodução assistida (ALMOND et al., 1994; 

HAMMERSTEDT et al., 1990; FOOTE e PARKS, 1993; MAXWELL & SALAMON, 

1993). 

Em ovinos, o processo de resfriamento entre 15° e 5°C deixa a célula vulnerável 

a danos irreversíveis em várias estruturas, esses são causados possivelmente por choque 

térmico (WATSON, 2000). Na membrana espermática a redução de temperatura 

modifica sua fluidez, entrando em um estado gelatinoso, pois as cadeias dos ácidos 

graxos ficam rígidas e paralelas, tornando-se propensas a rupturas (STRYPER, 1992). 

As proteínas diminuem suas funções enzimáticas e a atividade de transporte através da 

membrana (AMANN & GRAHAM, 1993). Além disso, os carboidratos responsáveis 

reconhecimento do ovócito pelo espermatozoide também podem ser afetados alterando 

a capacidade fertilizante (ALBERTS et al., 1999; WATSON, 2000). 
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Outra estrutura do espermatozoide ovino que pode ser gravemente danificada 

com o resfriamento é o acrossoma. A diminuição da temperatura promove a maturação 

excessiva da membrana plasmática, capacitando os espermatozoides e ativando a reação 

acrossomal (SALAMON & MAXWELL, 1995; BEDFORD et al., 2000; GADELLA et 

al., 2001). Isso acontece porque o choque térmico promove a diminuição da 

permeabilidade seletiva da membrana, reduzindo a atividade metabólica e a motilidade 

(WHITE, 1993; BAILEY et al., 2000), o que torna o espermatozoide inviável para a 

fertilização. 

Porém, é possível diminuir esses danos adicionando componentes protetores ao 

diluente ou controlando a taxa de refrigeração. Um composto que ajuda a aumentar a 

viabilidade e a durabilidade do sêmen resfriado é a gema de ovo, em concentração de 

20% adicionado ao diluente. Acredita-se que sua fração lipoproteica de baixa densidade 

(LDL) faz a proteção da célula espermática, prevenindo os choques térmicos durante o 

resfriamento (SALAMON & MAXWELL, 2000). O resfriamento de sêmen de ovino a 

5°C reduz seu metabolismo em 10% mantendo sua sobrevivência, nessas condições o 

sêmen pode ser conservado até 24 horas conservando seu grau de fertilidade em 

parâmetro aceitável (EVANS & MAXWELL, 1990; SQUIRES et al., 1999). 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da radiação UVB sobre a morfofisilogia da célula espermática 

de ovinos. 

 

Objetivos Específicos 

 

Determinar a motilidade, integridade de membrana plasmática, funcionalidade 

de mitocôndria, Integridade do DNA e do acrossoma de espermatozoides ovinos após 

exposição à UVB em diferentes tempos antes do resfriamento. 

Determinar se o efeito é potencializado após a exposição com o tempo de 

armazenamento resfriado a 5°C no período de 24 a 48 horas através das seguintes 

avaliações: Motilidade, Integridade de membrana plasmática, Funcionalidade de 

mitocôndria, Integridade do DNA e do Acrossoma. 
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Abstract 

The objeticve from the study is to evaluate the effects of ultraviolet B radiation on 

morphophysiology the spermatozoa ram. Six ejaculates from seven rams were used in 

experiment, totaling 42 ejaculates. The ejaculates were diluted with Tris-egg yolk, 

which received UVB radiation at different times: 0, 30s, 60s, 90s, 120s and 150s. The 

evaluations were carried out in duplicate and immediately after the exposure, the 

samples were subsequently stored in conditioner box at 5 ° C for analysis at 24 and 48 

hours. The sperm were evaluated for: motility in computer assisted sperm analysis 

system (CASA); plasma membrane integrity, mitochondrial function, DNA integrity 

and acrosomal fluorescence microscope. The exposure caused damage to the acrosome, 

membrane and mitochondria. The DNA remained intact. The time of 24h and 48h at 5 ° 

C did not change structures. The sperm kinetics was changed in several respects, 

motility was lower than the control when had exposure in lower exposure time. The 

damage was exacerbated in periods of 24 and 48 hours on various parameters of sperm 

kinetics. Thus, UVB has promoted a reduction in the quality of sperm motility 

structures without breaking. 

1. Introduction 

 The Ultraviolet B (UVB) (290-320 nm) is most damaging with regard to UVA as 

directly causes damage in DNA, induces the formation of pyrimidine dimers, increases 

oxidative stress, cell cycle activates genes that lead to apoptosis (LESSER, 2006; 

DAHMS e LEE, 2010). In earthworms, ultraviolet irradiation A and B reduces by 70% 

the fertility of cocoons, reducing their survival (HAMMAN et al., 2003), due to increase 

in ROS production during the oxidation of lipids in the cells, and the oxidation of the 

essential fatty acids can change the fine structure and function of cell membranes 

(MISRA et al., 2005).  
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In mussel Dreissena polymorpha freshwater, exposure to ultraviolet also affect 

reproduction. Ovules and sperm irradiated with UVB and inseminated had a paralyze or 

delay meiosis, and changes in acrosome integrity and the incorporation of the sperm 

into the cytoplasm of the oocyte were decreased (SEAVER et al., 2009). In sperm 

urchin sea Sphaerechinus granularis UVB caused the reduction of fertilization capacity 

and eggs led to developmental delay and consequent abnormalities in embryo 

morphology (NAHON et al., 2009). 

Studies with gamete exposed to UVB radiation mammals are still scarce. This is 

because the fertilization occurs internally, then the possibility of gametes have contact 

with any type of radiation is nule. However, with the increased use of gametes methods 

of cryopreservation for later use in biotechnical reproduction, especially the sperm cells 

in the collection and then are placed in transparent container and thus be exposed to 

UVB radiation can result in damage to their morphology and physiology that may result 

in impairment of the fertilization process. the evaluation of the handling of semen 

immediately after collection to discover the causes of sperm quality loss recurrence is 

required for use in reproductive techniques, and UVB can be one of the probable 

vectors that decrease the success in these procedures even at very low doses. 

 Spermatozoa are highly sensitive, their physiology with mitochondria 

concentrated in the intermediate part allows studies on its functioning and possible 

damage. Spermatozoa mitochondrial have the same sensitivity that the somatic cells 

with the great advantage of being closer to the physiological since it does not need 

cultivation (ANDERSSON et al., 2010; VICENTE-CARRILLO et al., 2015). 

The objective of this study was to evaluate the effects of UVB radiation on 

morfofisilogia of sperm cells of ram. Also, determine if this effect is enhanced after 

exposure to the cold storage time at 5 ° C within 24 to 48 hours. 
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2. Material and methods 
 

All chemicals used in this study were obtained from Sigma Chemical Company 

(St. Louis, MO, USA) except when mentioned differently. 

 

2.1. Animals  

 Seven adult crossbred rams (in average two years old) were used in this study. 

All animals were sexually mature and clinically healthy. The rams were kept under 

semi-extensive conditions at Federal University of Pelotas (UFPel), in Pelotas-RS, 

Brazil, (31°45’S latitude and 52°21’W longitude), receiving concentrated diet twice 

daily and with ad libitum access to water. Six ejaculates were collected using an 

artificial vagina (one per ram) (EVANS e MAXWELL, 1987), in August and kept at 

35°C. Only from ejaculates with sperm motility equal or greater than 70%  (CBRA 

2013) and used 42 ejaculated in total. 

 

2.2. Extenders e treatments  

The extender base is Tris- Egg yolk (EVANS e MAXWELL, 1987), with pH 6,9 

and osmolality 360 mOsm.  The samples were diluted based extender (1: 1, v / v) upon 

collection for maintenance of sperm cells. The collected and diluted material Tris egg 

yolk was taken to the laboratory, where he spent the immediate analysis of motility and 

sperm vigor. In the samples that reached the minimum established standards, the final 

dilution was performed (4x107 viable sperm / ml) in the samples then were exposed to 

radiation. After exposure treatments were stored under refrigeration at a temperature of 

5 ° C in a conditioning box (Koolmate, Minitube, Georgia) for a period of 24h and 48h. 

2.3. UVB irradiation protocol  
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The expositions were held in a closed box, with the walls painted black so that 

the radiation was only the lamp used. One mL of semen from each animal was 

distributed in each well of the plate, each male satisfy a line board, each column 

corresponding to a dose of radiation exposure. The irradiation intensity was measured 

using a photometer Radiometer (International Light Technologies, ILT1400). UVB 

irradiation lamp was 73.3 μW / cm2.  

The semen samples were exposed to ultraviolet B radiation, using a UVB lamp 

(VL: 115 C, 30 W; peak at 312 nm) Vilber Lourmat, Marne Lavalee, France for 0, 30s, 

60s, 90s, 120s and 150s (AMARAL et al., 2013). The corresponding UVB doses were: 

0; 2,199 mJ/cm2; 4,398 mJ/cm2; 6,597 mJ/cm2; 8,796mJ/cm2 and 10,995 mJ/cm2. 

 

2.4. Sperm in vitro evalutation 

The evaluations were performed at 0, 24, 48 hours after dilution and exposure to 

radiation. Before the analysis, all samples were heated in a water bath (10 min / 37 ° C). 

The samples Sperm kinetics parameters were evaluated using a computer 

assisted semen analyses system (SpermVision®, Minitube, Tiefenbach, Germany) in an 

optical microscope (Axio Scope A1®, Zeiss, Jena, Germany) at 200 X. Spermatozoa 

were evaluated in six automated randomized fields, considering: total and progressive 

sperm motility; distance average path (DAP); distance in a curved line (DCL); distance 

in a straight line (DSL); velocity average path (VAP); velocity in a curved line (VCL); 

velocity in a straight line (VSL); straightness (STR); linearity (LIN); wobble (WOB); 

amplitude of lateral head displacement (ALH); and beat cross frequency (BCF).  

The evaluations of sperm membrane, acrosome and DNA integrity and 

mitochondria functionality were conducted with an epifluorescent microscope 

(Olympus BX 51, América INC, São Paulo - Brasil), with filter wave length of 450-520 
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nm. Sperm membrane integrity was evaluated using carboxyfluorescein diacetate 

(CFDA; C5041) and propidium iodide (PI; P4170) (Harrison e Vickers , 1990), under 

400 x magnification. In each slide, 200 cells were counted and classified as intact (green 

fluorescence) or not intact (red fluorescence or simultaneous red and green 

fluorescence). Acrosome integrity was evaluated using FITC-PNA (L7381) by counting 

200 cells in dry slides. Acrosomes were classified as intact, when presented red 

fluorescence and normal conformation, or not intact, when presented green fluorescence 

or no fluorescence and conformation distinct from that from normal spermatozoa 

(Kawamoto et al. 1999). DNA Integrity was evaluated by the technique described by 

Evenson et al. (1999) using Acridine Orange (2 mg / mL in deionized H2O). The cells 

were considered normal DNA (double-stranded) that presented green fluorescence and 

when the cell had red or yellow coloration was considered methylated DNA (single-). 

The mitochondria functionality was evaluated by the technique described by Garner et 

al. (1986). The combination of fluorescent probes rhodamine 123 (Rh123) (R8004-

5mg) with propidium iodide (PI). Cells that had intermediate piece with an intense 

green fluorescence was seen with intact mitochondria (functionally active), while cells 

with little or no green fluorescence intensity on the intermediate piece were considered 

non-functional. 

2.5. Statistical analyses 

As the Shapiro-Wilk test Indicated lack of normality. Subsequently, date were 

compared among treatments using Kruskal Wallis. The treatments were considered 

independent variables, and the motility time parameters, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, 

VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF, membrane integrity, DNA integrity, mitochondria 

functionality, were considered dependentes.To variables allow interpretation, results 
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Were Reported in Their original scales. All analyzes Were done with Statistix® (2013). 

(Statistix  2008). 
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3. Results 

Here table I 

 

The results of kinetics ovine sperm cells at time zero after exposure to UVB 

radiation at different times evaluated by the system computer assisted sperm analysis 

(CASA) are defined in Table I. At time 120 seconds (10,995 mJ/cm2), STR and LIN 

had the reduced kinetics, but in 60 seconds (4,398 mJ/cm2) both were increased 

compared to control without radiation. The BCF and WOB did not differ from control 

when exposed for longer periods. Finally, ALH, VCL, total motility and progressive 

motility, in the long (10,995 mJ/cm2) they had an increase in movement in the control, 

and in less time had a decrease of sperm kinetics. 

 

Here table II 

 

 In Table II shows the sperm kinetics of sheep cells 24 hours after exposure to 

UVB radiation, items DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, total motility and progressive 

motility, manteram be no significant changes. The WOB had a small fall in 60 seconds 

(4,398 mJ/cm2), followed by an increase in 120 seconds (8,796 mJ/cm2) and  ALH 

reduce movement in higher doses UVB (8,796 mJ/cm2 e 10,995 mJ/cm2). The LIN and 

STR presented a acréssimo behavior in the movement as the exposed dose different 

from the BCF had sperm kinetics variation unrelated to the exposure time. 

 

Here Table III 
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In the 48 hour period shown in Table III displays the kinetics ovine sperm cells. 

Only the total and progressive motility showed no significant change over time after 

exposure. DAP, DCL, PRV and VCL statistical variations were identical with motion 

reduction in 60 seconds exposure (4,398 mJ/cm2) and increased when exposed for 120 

seconds (8,796 mJ/cm2). The rest of the parameters: ALH, BCF, ADSL, LINE, STR, 

VSL and WOB showed relatively similar behavior with greater sperm kinetics in 

exposure times to high UVB. 

  

Here Tables  IV, V e VI 

 

The tables IV, V and VI show the averages found in reviews fluorescence 

microscope of the quality of sperm cell structures after exposure to UVB radiation at 

different times. Damage occurred only at the time of exposure (time zero) (Table IV), 

demonstrating that with a time of 24 hours (Table V) and 48h (Table VI) after radiation 

and stored at 5 ° C did not worsened the damage. Table IV revealed no significant DNA 

damage. On the other hand, UVB damaged acrosome the, mitochondrion membrane and 

with greater damage to the longer time (150s =10,995 mJ/cm2).  
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4. Discussion 

Many studies have been highlighting the effect of UV in the reproductive cells 

of aquatic animals such as sea urchin (AU et al., 2002; LU e WU, 2005a, 2005b), 

mussel (SEAVER et al., 2009), fish (VETTER et al., 1999; BROWMAN et al., 2000; 

RICK et al., 2014) with a focus on environmental exposure doses. In humans UVB 

radiation is used in clinical trials with sperm (MALLIDIS et al., 2011; AMARAL et al., 

2013). Information UVB exposure effect had not been experimentally conducted with 

ram sperm cells. Thus by using reproduction biotechnologies, semen which was 

previously directly deposited on the female reproductive tract without exposure now be 

exposed and may have a decreased fertility as this study demonstrates. 

Mitochondria are cellular organelles of essential importance for the success in 

assisted reproduction, they provide the energy needed to beat the scourge, so sperm 

moves in the female reproductive tract into the oocyte and eventually penetrate the zona 

pellucida (BARTH e OKO, 1989; ALBERTS et al., 1999; O'CONNELL et al., 2002). 

The results of this study showed that in longer exposure time (120s and 150s) were less 

functional mitochondria confirming the deleterious effect of UVB, similar to results 

obtained by Lu and Wu (2005b). Hegedus et al. (2014) suggest that mitochondrial 

damage is a characteristic of UVB irradiation, found in a study a comparison between 

the production of ROS and a slight increase in mitochondrial membrane potential 

indicating mitochondrial uncoupling. 

Another important parameter evaluated for the maintenance of sperm quality is 

membrane integrity. The sperm membrane performs various processes related to 

cellular metabolism through its selective permeability (SINGER e NICOLSON, 1972; 

AMANN e PICKETT, 1987; COOPER, 1996). The sperm membrane was also impaired 
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after exposure to UVB, especially in the higher exposure period (150s), perhaps due to 

changes in the phospholipid composition of the membrane or its membrane potential.  

Another area affected by UVB in the experiment was the sperm acrosome. It is 

the region in the anterior portion of the sperm head that covers the core, it contains two 

layers of membrane with various proteolytic enzymes that are the fusion of sperm to the 

oocyte  (BARTH e OKO, 1989; SILVA, 1998; FLESCH e GADELLA, 2000; 

SENGER, 2003). Our results showed that the higher the longer exposure time was the 

damage, that is, the sperm were trained early, except 120s that the result was equal to 

30s. Similar to the results obtained by Seaver et al. (2009), who in his study found that 

sperm with damaged acrosome could bind to the oocyte, but does not penetrate it, 

preventing fertilization. It can be seen that UVB has the greatest effect changes in the 

membranes, which have in their composition of phospholipids, cholesterol and proteins 

that DNA at the doses tested. 

All evaluated structures: DNA, mitochondria, membrane and acrosome; had no 

harmful effects potentiated within 24 to 48 hours stored cold at 5 ° C after exposure to 

UVB, all cell damage occurred at time zero exposure. Unlike the results in sperm 

kinetics sheep cell in all periods (0, 24 and 48 hours) most of the evaluated parameters 

were significant changes. 

The motility of the sperm is an important criterion for evaluation of sperm 

quality (AU et al., 2002), any failure in this process leads to losses at fertilization. 

CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) is an automated system that provides 

accurate, precise and meaningful information of the individual movement of each cell 

and subpopulations of sperm cells (Amann and KATZ., 2004; MATOS et al, 2008). It is 

an enhancement tool for knowledge and skills to analyze sperm (VERSTEGEN et al., 

2002; MATOS et al., 2008). 
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Studies have used the house to correlate data of sperm motility with fertilization 

success, as the decline in VSL in rats increased linear motile spermatozoa in rainbow 

trout and increased VAP cocks, human and sheep are listed the improvement in fertility 

capacity (MOORE and AKHONDI, 1996; LAHNSTEINER et al, 1998;. FARRELL et 

al, 1998;. YOUN et al, 2011;. GUAN et al, 2014.). In general, samples with high levels 

of VAP, VSL, VCL, LIN and BCF have better migration and penetration in cervical 

mucus (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et al, 2002, MATOS et al., 2008.). In our 

results, VSL and VAP had no statistical changes in relation to the exposure time at the 

time zero, or in the period of 24 hours after exposure. Parameters such as BCF and LIN 

are controversial because some studies have positive correlation with fertilization rate 

and other is negative (VERSTEGEN et al., 2002). In this study, LIN BCF and had 

statistically significant results, but whether to increase or decrease the sheep fertility 

capacity, only with future testing.  

In many studies the sperm motility was considered a good indicator of male 

fertility in several species (GADEA, 2005, KASIMANICKAM et al., 2007; 

BROEKHUIJSE et al., 2012) including ovine (DAVID et al., 2015; YÁNIZ  et al., 

2015). In the present study, 150s exposure time to UVB and then analyzed in CASA 

showed a significant increase in total and progressive motility. Thus, the UVB 

irradiation level required to stop the gametic function is less than that required to inhibit 

sperm motility, which means that the irradiated sperm may be mobile (SEAVER et al., 

2009), but may not have the skills to fertilization due to UVB affect the structures of the 

sperm.. 

The DNA integrity showed no significant damage in this experiment, unlike 

other studies that the damage was immediately apparent and severe (VETTER et al., 

1999; BROWMAN et al., 2000; DAHMS e LEE, 2010; HEGEDUS et al., 2014). 
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Thus, exposure to low doses of UVB in ram semen damaged the structural quality 

of sperm, but not to the point of interrupting motility. So it is necessary that during the 

collections and when stored semen must be fully protected from sun exposure, this may 

be the cause of sperm quality loss recurrence during use in reproductive techniques. In 

addition, this study showed that spermatozoa may be used as an alternative source of 

biological material to reducing or replacing the use of animals as guinea pigs for 

experimental investigations with radiation, especially in studies that relate radiation and 

its effects on mitochondria.  
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8. Tables 

 

Table I: Mean values and standard deviations kinetics of ram sperm cells zero time point after exposure to UVB at different times. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variables Tempo de exposição (s) 
0 30 60 90 120 150 

ALH 3.2 ± 0.04 b 3.3 ± 0.06 ab 3.2 ± 0.07 b 3.2 ± 0.06 b 3.3 ± 0.06 b 3.5 ± 0.07 a 
BCF 29.5 ± 0.02 ab 29.8 ± 0.2 a 29.1 ± 0.3 b  29.7 ± 0.3 ab 29.6 ± 0.3 ab 29.3 ± 0.2 ab 
DAP 22.9 ± 0.6 23.7 ± 0.7 22.7 ± 0.7 23.0 ± 0.7 23.5 ± 0.7 23.8 ± 0.7 
DCL 37.2 ± 0.8 38.9 ± 1.0  36.7 ± 1.1 38.1 ± 1.2 38.2 ± 1.2 39.1 ± 1.1 
DSL 16.1 ± 0.5 16.8 ± 0.6 16.4 ± 0.6 16.2 ± 0.6 16.7 ± 0.6 16.4 ± 0.6 
LIN 0.423 ± 0.01 abc 0.426 ± 0.01 abc 0.438 ± 0.01 a 0.420 ± 0.01 bc 0.431 ± 0.01 ab 0.413 ± 0.01 c 
STR 0.690 ± 0.01 bc 0.700 ± 0.01 ab 0.712 ± 0.01 a 0.692 ± 0.01 bc 0.698 ± 0.01 abc 0.681 ± 0.01 c 
VAP 53.2 ± 1.2 54.3 ± 1.4 52.3 ± 1.6 52.9 ± 1.6 54.5 ± 1.5 55.8 ± 1.6 
VCL 86.2 ± 1.8 ab 89.7 ± 2.2 ab 84.5 ± 2.4 b 87.2 ± 2.5 ab 88.1 ± 2.5 ab 91.2 ± 2.6 a 
VSL 37.5 ± 1.1 39.0 ± 1.2 37.8 ± 1.3 37.2 ± 1.3 38.7 ± 1.3 38.4 ± 1.3 
WOB 0.609 ± 0.01 ab 0.604 ± 0.01 ab 0.612 ± 0.01 ab 0.601 ± 0.01 b 0.614 ± 0.01 a 0.605 ± 0.01 ab 
Motility total 83.0 ± 1.1 ab 77.4 ± 2.1 c 78.4 ± 1.8 bc 76.8 ± 2.3 c 77.1 ± 2.3 c 84.2 ± 1.1 a 
Motility Progress 57.5 ± 1.7 ab 53.9 ± 2.3 b 55.0 ± 2.1 ab 53.7 ± 2.3 b 54.1 ± 2.3 b 60.1 ± 1.9 a 

Distance average path (DAP); distance in a curved line (DCL); distance in a straight line (DSL); velocity average path (VAP); velocity in a 
curved line (VCL); velocity in a straight line (VSL); straightness (STR); linearity (LIN); wobble (WOB); amplitude of lateral head displacement 
(ALH); and beat cross frequency (BCF). Different letters in a line indicate difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05). 

Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm2; 120 s=  8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2. N= 42 ejaculates 
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Table II: Mean values and standard deviations kinetics of ram sperm cells 24 hs point after exposure to UVB at different times. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable Exposition Time (s) 
0 30 60 90 120 150 

ALH 3.8 ± 0.05 a 3.7 ± 0.1 a 3.7 ± 0.1 a 3.6 ± 0.1 ab 3.4 ± 0.1 b 3.4 ± 0.1 b 
BCF 29.6 ± 0.3 ab 29.2 ± 0.2 b 30.5 ± 0.2 a 30.4 ± 0.3 a 30.2 ± 0.3 ab 30.5 ± 0.3 a 
DAP 26.4 ± 0.5 26.4 ± 0.6 27.0 ± 0.5 26.9 ± 0.5 26.3 ± 0.6 27.1 ± 0.7 
DCL 48.2 ± 1.0 48.0 ± 1.1 49.5 ± 0.9 48.6 ± 0.9 46.9 ± 1.0 48.6 ± 1.1 
DSL 18.1 ± 0.4 18.3 ± 0.5 19.0 ± 0.4 19.5 ± 0.4 19.2 ± 0.5 20.0 ± 0.6 
LIN 0.374 ± 0.01 c 0.379 ± 0.01 c 0.380 ± 0,01 bc 0.396 ± 0.01 ab 0.405 ± 0.01 a 0.403 ± 0.01 a 
STR 0.679 ± 0.01 c 0.683 ± 0.01 c 0.695 ± 0.01 bc 0.716 ± 0.01 ab 0.720 ± 0.01 a 0.726 ± 0.01 a 
VAP 61.4 ± 1.2 61.5 ± 1.4 62,5 ± 1.1 62.1 ± 1.2 60.5 ± 1.3 62.2 ± 1.5 
VCL 111.8 ± 2.2 111.2 ± 2.7 114.2 ± 2.0 111.8 ± 2.1 107.6 ± 2.4 111.3 ± 2.6 
VSL 42.3 ± 1.0 42.6 ± 1.1 44.1 ± 0.9 45.1 ± 1.0 44.3 ± 1.1 45.2 ± 1.3 
WOB 0.548 ± 0.01 ab 0.553 ± 0.01 ab 0.546 ± 0.01 b 0.551 ± 0.01 ab 0.560 ± 0.01 a 0.553 ± 0.01 ab 
Motility total 73.4 ± 1.1 74.9 ± 1.2 76.2 ± 1.0 72.5 ± 1.4 75.9 ± 1.0 73.2 ± 1.1 
Motility Progress 49.8 ± 1.3 52.0 ± 1.5 52.8 ± 1.3 51.0 ± 1.6 53.3 ± 1.2 51.6 ± 1.4 

Distance average path (DAP); distance in a curved line (DCL); distance in a straight line (DSL); velocity average path (VAP); velocity in a 
curved line (VCL); velocity in a straight line (VSL); straightness (STR); linearity (LIN); wobble (WOB); amplitude of lateral head displacement 
(ALH); and beat cross frequency (BCF). Different letters in a line indicate difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05). 

Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm2; 120 s=  8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2. N= 42 ejaculates 
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Tabela III: Mean values and standard deviations kinetics of ram sperm cells 48 hs  point after exposure to UVB at different times. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable Exposition time (s) 
0 30 60 90 120 150 

ALH 3.8 ± 0.08 ab 3.9 ± 0.06 a 3.6 ± 0.09 b 3.8 ± 0.06 ab 4.0 ± 0.04 a 3.9 ± 0.05 a 
BCF 28.8 ± 0.3 cd 29.8 ± 0.3 bc 28.5 ± 0.3 d 31.2 ± 0. 3 a 30.5 ± 0.2 ab 30.2 ± 0.2 ab 
DAP 27.9 ± 0.6 ab 27.8 ± 0.5 ab 27.2 ± 0.7 b 28.2 ± 0.5 ab 29.7 ± 0.5 a 28.6 ± 0.5 ab 
DCL 52.0 ± 1.3 ab 53.2 ± 1.0 ab 50.3 ± 1.3 b 52.4 ± 0.8 ab 54.9 ± 0.8 a 51.8 ± 0.9 ab 
DSL 18.2 ± 0.4 c 18.7 ± 0.4 bc 19.0 ± 0.5 bc 19.6 ± 0.3 abc 20.8 ± 0.4 a 19.9 ± 0.4 ab 
LIN 0.357 ± 0.01 b 0.352 ± 0.01 b 0.381 ± 0.01 a 0.374 ± 0.01 a 0.375 ± 0.01 a 0.380 ± 0.01 a 
STR 0.660 ± 0.01 c 0.670 ± 0.0 bc 0.703 ± 0.01 a 0.695 ± 0.01 a 0.695 ± 0.01 a 0.688 ± 0.01 ab 
VAP 64.9 ± 1.5 ab 64.4 ± 1.2 ab 63.0 ± 1.7 b 65.6 ± 1.1 ab 68.9 ± 1.1 a 66.5 ± 1.1 ab 
VCL 120.4 ± 2.9 ab 122.4 ± 2.2 ab 116.2 ± 3.1 b 121.1 ± 1.9 ab 126.9 ± 1.9 a 119.9 ± 2.1 ab 
VSL 42.4  ± 0.9 c 43.3 ± 0.8 bc 44.0 ± 1.2 bc 45.7 ± 0.8 abc 48.4 ± 0.9 a 46.1 ± 0.9 ab 
WOB 0.537 ± 0.01 b 0.524 ± 0.01 c 0.538 ± 0.01 b 0.536 ± 0.01 bc 0.539 ± 0.01 ab 0.551 ± 0.01 a 
Motility total 61.1 ± 1.7 60.8 ± 1.6 62.6 ± 1.4 59.2 ± 1.8 60.9 ± 1.7 63.9 ± 1.7 
Motility Progress 42.4 ± 1.7 41.7 ± 1.6 43.6 ± 1.4 40.5 ± 1.8 41.0 ± 1.6 44.6 ± 1.7 

Distance average path (DAP); distance in a curved line (DCL); distance in a straight line (DSL); velocity average path (VAP); velocity in a 
curved line (VCL); velocity in a straight line (VSL); straightness (STR); linearity (LIN); wobble (WOB); amplitude of lateral head displacement 
(ALH); and beat cross frequency (BCF). 

 Different letters in a line indicate difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05). 

Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm2; 120 s=  8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2. N= 42 ejaculates 
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Table IV: Mean of the assessments membrane integrity, DNA, and acrosomal ram sperm  and mitochondria functionality after exposure to UVB  

at different doses and armazenameto 5ºC for 24 hours ( n= 42 ejaculates)..  

Different letters in a line indicate difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05).Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s 
=6,597 mJ/cm2; 120 s=  8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2.  

 

Table V: Mean of the assessments membrane integrity, DNA, and acrosomal ram sperm  and mitochondria functionality after exposure to UVB 
at different doses and armazenameto 5ºC for 24 hours ( n= 42 ejaculates). 

 

 

 

 

 

No difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05). Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm2; 120 s=  
8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2.  

Variable Tempo de exposição (s) 
 0 30 60 90 120 150 
Acrossomal integrity (%)  93.7 ± 1.2 a 87.0 ± 2.0 ab 83.4 ± 3.2 b 85.8 ± 3.3 b 87.4± 2.1 ab 84.5 ± 2.2 b 
DNA integrity (%) 100.0 ±0.0 100.0 ±0.0 100.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
Membrane Integrity (%) 58.7 ± 3.6 a 55.5 ± 2.0 abc 56.7 ± 2.9 ab 50.1 ± 2.7 bc 55.9 ± 3.0 ab 47.9 ± 2.0 c 
Mitochondria Functional  (%) 81.2 ± 1.9 ab  76.9 ± 3.4 abc 84.2 ± 1.4 a 80.6 ± 1.4 ab 75.7 ± 3.0 bc 71.4 ± 3.7 c 

Variable Exposition time (s) 
 0 30 60 90 120 150 
Acrossomal integrity (%)  76.9 ± 1.8 77.2 ± 1.5 77.1 ± 2.3 73.6 ± 2.0 72.5 ± 5.7 76.2 ± 1.9 
DNA integrity (%) 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
Membrane Integrity (%) 43.9 ± 2.2 46.2 ± 2.4 48.4 ± 2.1 44.1 ± 2.5 48.7 ± 2.4 50.2 ± 1.5 
Mitochondria Functional  
(%) 

65.7 ± 2.4  68.6 ± 3.3 73.9 ± 3.1 69.4 ± 2.5 67.8 ± 3.0 64.5 ± 3.0 
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Tabela VI: Mean of the assessments membrane integrity, DNA, and acrosomal ram sperm  and mitochondria functionality after exposure to 
UVB at different doses and armazenameto 5ºC for 48 hours ( n= 42 ejaculates).  

 

 

 

 

 

No difference statistic for Kruskal-wallis (P<0,05).Radiation 0s = 0; 30s=199 mJ/cm2; 60s= 4,398 mJ/cm2; 90s =6,597 mJ/cm2; 120 s=  
8,796mJ/cm2; 150s= 10,995 mJ/cm2. N= 42 ejaculates 

Variable Exposition time (s) 
0 30 60 90 120 150 

Acrossomal integrity (%)  63.6 ± 1.2 60.8 ± 4.5 63.6 ± 2.1 64.1 ± 1.7 61.4 ± 2.0 59.6 ± 1.4 
DNA integrity (%) 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 100.0 ± 0.0 
Membrane Integrity (%) 42.1 ± 2.8 44.8 ± 2.8 45.8 ± 2.1 45.0 ± 1.0 45.9 ± 2.3 44.8 ± 2.6 
Mitochondria Functional  
(%) 

55.1 ± 3.7  56.2 ± 3.3 54.6 ± 3.7 54.0 ± 2.6 54.9 ± 2.3 51.5 ± 2.2 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Esse trabalho traz novas perpectivas de estudos. Além da atual, muito utilizada, 

que é o estudo de espermatozoides para melhoramento de biotecnicas reprodutivas 

como inseminação artificial e criopreservação para beneficio da produção de alimento e 

preservação de espécies em extinção. Ressalta sobre o uso de sêmen como uma opção 

de material biológico para a redução e/ou substituição da utilização de animais como 

cobaias em investigações experimentais, alguns estudos já demostraram que apesar da 

redução de citoplasma no espermatozoide apresentam a mesma sensibilidade de células 

somáticas. 

No presente estudo foram avaliados os efeitos da radiação UVB em diferentes 

tempos sobre a morfofisilogia da célula espermática de ovinos, mostrou a necessidade 

da proteção total do sêmen logo após a coleta, pois foram utilizadas doses abaixo das 

consideradas doses ambientais e trouxeram danos irreversíveis as células. Outro ponto a 

ser destacado é a presença de motilidade mesmo com baixa qualidade da estrutura 

celular, expondo que basear a qualidade espermática somente com motilidade pode 

induzir ao erro e falhas em experimentos na área reprodutiva. 

Assim, surge a possibilidade de ampliar estudos com os efeitos de outras 

radiações ultravioletas sobre a morfofisiologia espermáticas e como podem agir se a 

exposição for em conjunto. A área de estudos reprodutivos esta em pleno 

desenvolvimento e ainda tem muitos pontos que ainda faltam ser explorados. 
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