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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo do diluidor de congelacéo de sémen ovino com o
flavonoide miricetina contra os danos ocasionados aos espermatozoides. Oito pools de sémen, obtidos de
quatro reprodutores ovinos, foram congelados com diferentes concentracdes de miricetina (0, 1, 10, 100 e
1000nM). Apos o descongelamento, o sémen foi avaliado quanto a cinética espermatica, a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal, ao potencial de membrana mitocondrial, aos niveis de ROS intracelular, a
peroxidacdo lipidica e a estabilidade de membrana. Amostras tratadas com miricetina 10nM apresentaram
menor percentual de células rapidas (P<0,05), quando comparadas ao grupo miricetina 1000nM. Amostras do
grupo controle apresentaram maior (P<0,05) VAP que o grupo 10nM de miricetina, enquanto amostras
criopreservadas com miricetina (10, 100 e 1000nM) evidenciaram maior (P<0,05) BCF, quando comparadas ao
grupo controle. O grupo tratado com miricetina 1000nM apresentou maior percentual (P<0,05) de células com
peroxidacdo lipidica, quando comparado ao grupo controle. Em conclusdo, a suplementagdo do diluidor de
criopreservacdo de sémen ovino com 10 e 100nM de miricetina afeta a cinética espermatica sem provocar
alteracGes na estrutura geral do gameta, enquanto 1000nM de miricetina provoca mudangas na cinética
associadas a danos peroxidativos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the supplementation of ram semen frozen with extender with
the flavonoid myricetin against damage to sperm. Eight pools of semen obtained from four ram breeders, were
frozen with different concentrations of myicetin (0, 1, 10, 100 and 1000nM). After thawing, the semen was
evaluated for spermatic kinetics, plasma and acrosome membrane integrity, mitochondrial membrane
potential, intracellular ROS levels, lipid peroxidation, and membrane stability. Samples treated with 10nM
myricetin preserved a lower percentage of rapid cells (P<0.05) when compared to the 1000nM myricetin
group. Samples from the control group presented higher (P<0.05) VAP than 10nM group of myricetin, while
cryopreserved samples with myicetin (10, 100 and 1000nM) showed greater (P<0.05) BCF, when compared to
control group. The group treated with 1000nM myricetin had a higher percentage (P<0.05) of cells with lipid
peroxidation, when compared to the control group. In conclusion, supplementation of ram semen
cryopreservation extender with 10 and 100nM myricetin affects sperm kinetics, without causing changes in the
overall structure of the gamete, while 1000nM myricetin causes changes in the kinetics associated with
peroxidative damage.
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INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen de carneiros é uma
valiosa ferramenta para distribuicdo de material

Recebido em 15 de dezembro de 2016
Aceito em 24 de fevereiro de 2017
E-mail: luciacpa@hotmail.com

genético. No entanto, o uso do sémen congelado
tem sido limitado devido a&s baixas taxas de
gestacdo apds a inseminacdo intracervical em
ovinos (Salamon e Maxwell, 1995). Nos ultimos
tempos, tem-se buscado aperfeigoar a técnica de
criopreservacdo, na tentativa de melhorar o


Editora
Texto digitado
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-9671

Editora
Carimbo


Arruda et al.

desempenho reprodutivo desses animais (Silva et
al., 2011), uma vez que os protocolos aplicados
ainda afetam a estrutura e a resisténcia dos
espermatozoides (Yeste, 2016).

O desequilibrio entre as espécies reativas ao
oxigénio (ROS) e os antioxidantes durante a
congelacdo, por exemplo, pode comprometer a
fisiologia e a viabilidade das células
espermaticas (Apriokur, 2013). A miricetina
(3,5,7,3',4',5'- hexa-hidroxiflavona) é um
composto fendlico que apresenta diversos
efeitos: antioxidante (Ong e Khoo, 1997) ou pro-
oxidante (Chobot e Hadacek, 2011); efeito
fitoestrogénico (Adeoya-Osiguwa et al., 2003;
Fraser et al., 2006, Aquila et al., 2013); e efeito
inibidor da atividade de ATP-ase das bombas
implicadas no transporte iénico (Thiyagarajah et
al., 1991).

Diversos estudos vém sendo realizados para
avaliar os efeitos antioxidantes de compostos
fendlicos sobre os espermatozoides (Martinez-
Soto et al., 2010; Moretti et al., 2012; Silva et
al., 2016). No entanto, ndo ha relatos na
literatura acerca da acdo da miricetina em
diluidores de congelagdo de sémen de qualquer
espécie. Com isso, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar in vitro o efeito da
suplementacdo do diluidor de congelacdo do
sémen ovino com o flavonoide miricetina contra
0s danos ocasionados aos espermatozoides
congelados-descongelados.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), com
excecdo dos fluorocromos CM-H,DCFDA (5-(e-
6)-carboxi-2',7'-diacetato de diclorodi-
hidrofluoresceina), C11-BODIPY*®¥*" (4 4-
difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene-3-acido undecanoico) e YO-
PRO®-1 iodide, que foram adquiridos da
Molecular Probes (Life Technologies, Eugene,
EUA), e do fosfato salino tamponado (PBS),
adquirido da Gibco® (Life Technologies, EUA).
Solugdes estoques dos fluorocromos foram
preparadas da seguinte maneira: IP (25mg/mL),
JC-1 (5mg/mL), CM-H,DCFDA (0,5mM), C11-
BODIPY®*"**! (2mM), Merocianina 540 (M540:
54mM) e Yo-Pro-1 (ImM) em DMSO
(dimetilsulfoxido) e FITC-conjugada ao Peanut
aglutinina (FITC-PNA:1mg/mL) em PBS; as
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solucBes de trabalho: JC-1 (153uM) e C11-
BODIPY*¥¥*°! (0, 4mM) em DMSO e FITC-PNA
(0,04mg/mL), IP (0,5mg/mL), CM-H,DCFDA
(50uM), M540 (270uM) e Yo-Pro-1 (2,5uM) em
PBS. Todas as solu¢bes foram armazenadas a -
20°C. O diluidor de criopreservagdo do sémen
(Tris-gema de ovo - TGO) foi composto de
375mM de Tris, 124mM de 4&cido citrico,
41,6mM de frutose, 20% de gema de ovo, 5% de
glicerol, 100Ul de penicilina e 50mg de
estreptomicina, com pH 6,8. A solucdo estoque
de miricetina (31,42mM) foi preparada em
DMSO e armazenada a -20°C.

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (Ceua) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (licenca 047/2015 Ceua-
UFRPE). Foram utilizados quatro ovinos da raga
Santa Inés, sexualmente maduros, com historico
de fertilidade, alojados no biotério do Hospital
Veterindrio da UFRPE, submetidos a manejo
intensivo, alimentados com feno de capim Tifton
e 400g/dia de ragdo comercial, além de &gua e sal
mineral ad libitum. Os ejaculados foram obtidos
usando-se vagina artificial, na presenca de uma
fémea como manequim. As coletas de sémen
foram realizadas em dias alternados, totalizando
oito coletas por animal (32 ejaculados).
Imediatamente apds a coleta, os ejaculados
foram submetidos a avalia¢cbes macroscopicas e
microscdpicas de forma subjetiva, em
microscopio de contraste de fase (Olympus,
Japdo; 100x). Em seguida, os ejaculados que
apresentaram motilidade >70% foram aprovados
e destinados a formag&o do pool (n=8).

Para congelacéo, o pool de sémen foi diluido em
TGO suplementado de miricetina (0, 1, 10, 100 e
1000nM), na concentracdo final de 200 x 10°
espermatozoides/mL. Posteriormente, as
amostras foram envasadas em palhetas (0,25mL)
e congeladas em sistema automatizado (TK
3000® - TK Tecnologia em Congelacdo Ltda.,
Brasil). A curva de refrigeracdo usada
apresentava queda de temperatura de -
0,25°C/min até atingir 5°C, temperatura na qual
0 material permaneceu por 120min (tempo de
estabilizacdo). Em seguida, foi iniciada a curva
de congelagdo, com queda de - 20°C/min, até
atingir -120°C, ap6s o que as palhetas foram
imersas e estocadas em nitrogénio liquido (-
196°C).
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No momento das analises, quatro palhetas de
cada grupo experimental foram descongeladas
em banho-maria (37°C/30s), agrupadas e
destinadas as avaliacdes de cinética espermatica,
integridade de membranas plasmética e
acrossomal (iMPA), potencial de membrana
mitocondrial (PMM), niveis de ROS intracelular
(iROS), peroxidacdo lipidica (LPO) e
estabilidade de membrana (eMP).

Para o estudo da cinética espermatica, uma
aliquota (10uL) de sémen foi diluida em TGO
sem glicerol para concentracdo de 50 x 10°
espermatozoides/mL e incubada em banho-maria
(37°C/15min). A seguir, 2,5uL da amostra
diluida foram depositados em lamina, coberta
com laminula (18 x 18mm), previamente
aquecidas (37°C), e avaliados em microscopio de
contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Japdo;
100x). As imagens foram capturadas com uma
camera digital Basler A312FC (Basler Vision
Technologies, Alemanha). Pelo menos cinco
campos aleatorios foram escolhidos, com registro
de, no minimo, 500 espermatozoides. Os
pardmetros cinéticos avaliados utilizando o
software SCA™, versdo 5.1 (Microptics, S.L.,
Barcelona, Espanha), foram: motilidade total
(MT, %), motilidade progressiva (MP, %),
rapidos (RAP, %), linearidade (LIN, %),
retilinearidade (STR, %) e indice de oscilagdo
(WOB, %); velocidade curvilinea (VCL, um/s),
velocidade em linha reta (VSL, pm/s) e
velocidade meédia da trajetéria (VAP, um/s);
deslocamento lateral da cabeca (ALH, pm) e
frequéncia de batimento cruzado (BCF; Hz).

Para citometria de fluxo, aliquotas (50uL) de
sémen de cada grupo experimental foram
distribuidas em microtubos (1,5mL), para cada
uma das avaliacBes, aos quais foi adicionado
1,0mL de PBS, lentamente, através da parede do
tubo, e homogeneizadas. Em seguida, realizou-se
a centrifugacdo (500g/5min) para retirada de
diluidor; apo6s, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em 40uL de PBS.

Para avaliagdo da iMPA, adicionaram-se a
amostra 5pL da solucdo de trabalho de FITC-
PNA e 5pL de IP. A amostra foi incubada por
5min em temperatura ambiente e, em seguida,
procedeu-se a leitura. Células que apresentam
marcacdo PNA-/IP- foram classificadas como
portadoras de membranas acrossomal e
plasmética intactas; células com marcacdo
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PNA+/IP-, membrana acrossomal reagida e
plasmatica intacta; células com marcacdo PNA-
/IP+, membrana acrossomal intacta e plasmatica
lesionada; e células com marcagdo PNA+/IP+,
membranas acrossomal e plasmatica lesionadas.

Para analise do PMM, adicionaram-se 5uL da
solugdo de trabalho de JC-1 a amostra de sémen.
A seguir, as amostras foram incubadas por 5min
em temperatura ambiente e procedeu-se a leitura.
Células com pega intermediaria coradas em
laranja foram classificadas com alto potencial de
membrana mitocondrial e células com peca
intermediéria coradas em verde, com baixo
potencial de membrana mitocondrial.

Os niveis de iROS foram avaliados por meio da
marcacdo com o fluorocromo CM-H,DCFDA,
sendo adicionados as amostras 5pL da solugdo
de trabalho, as quais foram incubadas em banho-
maria (37°C/30min). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (200g/5min), o sobrenadante
foi eliminado e o pellet ressuspenso com 40uL
de PBS. A seguir, adicionaram-se 5uL da
solucdo de trabalho de IP, as amostras foram
incubadas por mais 5min em temperatura
ambiente e realizou-se a leitura. Os resultados
foram expressos como percentual de células
viaveis com altos niveis de ROS (DCFDA+),
aquelas marcadas em verde fluorescente, ou
células viaveis com baixa producdo de ROS
(DCFDA-), aquelas ndo marcadas ou com baixa
intensidade de fluorescéncia.

O fluorocromo C11-BODIPY®% foj utilizado
para avaliar a LPO nos espermatozoides, sendo
adicionados a amostra 5pL de sua solucdo de
trabalho, a qual foi incubada em banho-maria
(37°C/30min). Em seguida, foi adicionado
1,0mL de PBS lentamente pela parede do tubo, a
amostra foi homogeneizada e procedeu-se a
centrifugacdo (200g/5min), para se eliminarem
os restos de fluorocromos ndo ligados. O
sobrenadante foi eliminado e o pellet ressuspenso
com 40uL de PBS. Em seguida, as amostras
foram avaliadas: células coradas em laranja
(C11-BODIPY-), ndo peroxidadas, e coradas em
verde (C11-BODIPY+), peroxidadas.

A associacdo dos fluorocromos M540 e Yo-Pro-
1 foi utilizada para avaliar a eMP dos
espermatozoides. Para tanto, 5uL do Yo-Pro-1
foram adicionados na amostra e incubados em
banho-maria (37°C/15min). A seguir, foram
adicionados 5pL de M540, & amostra, que foi
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incubada por 5min em temperatura ambiente, e,
logo ap6s, procedeu-se a leitura, quando foram
identificadas quatro populacgGes: células viaveis
com membrana estavel (M540-/ Yo-Pro-1-);
células vidveis com membrana desestabilizada
(M540+/Y0-Pro-1-); células ndo vidveis com
membrana estvel (M540-/Yo-Pro-1+) e células
ndo vidveis com membrana desestabilizada
(M540+/Y0-Pro-1+). Os resultados foram
expressos como percentual de células viadveis
com membranas estaveis (M540-) ou
desestabilizadas (M540+).

As avalicdes do sémen foram realizadas
utilizando-se aparelho ImageStream®X, versdo
Mark 1l (Amnis, Seattle, WA, EUA). As aquisigdes
dos dados foram realizadas usando-se o software
INSPIRE®, versdo 200.1.388.0 (Amnis, Seattle,
WA, EUA). Os espermatozoides em foco foram
separados mediante histograma do gradiente
RMS x frequéncia normalizada, e as células
Unicas foram identificadas por meio de um
grafico de pontos da area x relacdo de aspecto,
que foi verificado pelas imagens da galeria do
canal campo claro. Todos os fluorocromos foram
excitados por um laser de 488nm. Para a
associacdo FITC-PNA+IP, a poténcia do laser
utilizada foi de 55mW, o FITC-PNA foi
detectado no canal 2 (505-560nm), e o IP no
canal 5 (640-745nm); para o JC-1, a poténcia do
laser foi de 130mW, e a detecgdo nos canais 2 e
4 (595-640nm); para o0 DCFDA+ IP, a poténcia
do laser foi de 80mW, e os canais 2 e 5,
respectivamente; no C11-BODIPY, a poténcia do
laser foi de 60mW, e os canais 2 e 4; para a
associacdo M540+ Yo-Pro-1, a poténcia do laser
foi de 100mW, e a deteccdo nos canais 3 (560-
595nm) e 2, respectivamente. Em cada uma das
amostras, foram adquiridos 5000 eventos. O
software IDEAS, versdo 6.0 (Amnis, Seattle, WA,
EUA), foi utilizado para andlise dos dados.
Todas as amostras foram analisadas e as
populagbes divididas por meio de graficos de
pontos e histogramas, além da confirmacdo
visual mediante as imagens das células.

Os dados obtidos foram analisados usando-se o
procedimento Glimmix do SAS (Sistema para
Windows, Versdao 9.3; SAS Instituto Inc., Cary,
NC, EUA), com metodologia de modelos lineares
generalizados. Para MT, MP, RAP, LIN, STR,
WOB, iMPA, PMM, iROS, LPO e eMP, utilizou-se
uma distribuicdo binomial empregando-se a
funcdo logit link, e para VCL, VSL, VAP, ALH
e BCF, a distribuicdo Gaussiana, utilizando-se a
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funcdo link de identificacdo. As varidveis foram
analisadas por meio de um modelo matematico
que incluiu os efeitos fixos do tratamento. O
método residual foi usado para calcular os graus
denominadores de liberdade para aproximar os
testes F nos modelos mistos. As comparacdes
ortogonais foram utilizadas para determinar o efeito
da miricetina (controle vs. miricetina). Todas as
comparagOes  estatisticas foram realizadas
usando-se médias ajustadas pelo método dos
quadrados minimos, e os resultados descritos foram
apresentados como quadrados minimos + erro-
padrdo da média (SEM), com as distribuicGes
apresentadas nas escalas originais para auxiliar na
interpretacdo. Diferengas com P<0,05 foram
consideradas significativas, e aquelas com
0,05<P<0,10 foram consideradas tendéncias.

RESULTADOS

Na andlise de cinética espermaética, observou-se
que MT, MP, VCL, VSL, LIN, STR, WOB e ALH
n&do evidenciaram diferencas (Tab. 1; P>0,05) ao se
adicionar miricetina (1, 10, 100 e 1000nM) ao
diluidor de congelacdo de sémen ovino, em relacdo
ao grupo controle. Além disso, a miricetina 10nM
reduziu o percentual de gametas réapidos (Tab. 1;
P<0,05), quando comparada a miricetina 1000nM.
Foi observada também tendéncia do grupo
controle ser superior ao miricetina 10nM para
RAP e inferior para STR (P=0,07 e P=0,08,
respectivamente). No entanto, a adicdo de
miricetina 10nM reduziu a VAP, em relacdo ao
grupo controle (Tab. 1; P<0,05), com tendéncia a
ser inferior aos grupos 100 e 1000nM (P=0.08 e
P=0,052, respectivamente), enquanto a adicdo de
miricetina nas concentracGes de 10, 100 e
1000nM aumentou o BCF (Tab. 1; P<0,05).

Da mesma forma, a adigdo de miricetina (1, 10, 100
e 1000nM) ndo demonstrou incremento no
percentual de células com membranas plasmética e
acrossomal intactas, nem provocou alteracfes no
potencial de membrana mitocondrial e na
estabilidade das membranas quando esse grupo foi
comparado ao grupo controle (Tab. 2; P>0,05).

Para a producéo de ROS intracelular identificada
pelo CM-H,DCFDA, ndo foram detectadas
diferencas entre os grupos (Tab. 2; P>0,05). No
entanto, foi observado aumento no percentual de
células peroxidadas (Tab. 2; P<0,05) no grupo
tratado com  miricetina  1000nM, quando
comparado ao grupo controle, ndo diferindo dos
demais grupos.
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Tabela 1. Pardmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de ovino com meio de
congelacdo suplementado ou ndo com miricetina. Dados sdo expressos como média dos quadrados

minimos e erro-padrao

Controle 1nM 10nM 100nM 1000nM
MT (%) 49.2+3.5 47.1+35 50.8+3.5 46.6+3.5 52.5+3.5
MP (%) 25.1+2.8 22.842.7 27.242.8 25.32.8 27.842.9
RAP (%) 18.3+2.7% 15.0£2.5% 11.5+2.4% 16.8£2.6® 20.8+2.8°
VCL (um/s) 92.8+3.4 87.33.4 84.9+3.4 88.0+3.4 89.5+3.4
VSL (umi/s) 51.622.2 48.7+2.2 47.242.4 52.442.2 52.542.2
VAP (um/s) 66.1+2.4° 61.3+2.4% 57.8+2.6" 64.1+2.4% 65.0+2.4 %
LIN (%) 56.01.9 56.0+1.9 58.7+1.8 59.6+1.8 58.7+1.8
STR (%) 78.5+1.5Y 79.31.5 82.2+1.4% 81.8+1.4 80.6+1.5
WOB (%) 71.521.2 70.2+1.2 71.5%1.2 73.021.2 72.7+1.2
ALH (um) 2.740.0 2.7+0.0 2.6+0.0 2.6+0.0 2.740.0
BCF (Hz) 13.1+0.1° 13.3+0.1° 13.7+0.1° 13.720.2° 13.80.2°

b Quando presentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa (P<0,05) entre 0s grupos.
*Y Quando presentes, na mesma linha, indicam tendéncia (0,05< P<0,10) entre 0s grupos.

Tabela 2. Avaliagdo por citometria de fluxo da integridade de membranas plasmatica e acrossomal,
potencial de membrana mitocondrial, niveis de ROS intracelular, peroxidacdo lipidica e estabilidade de
membrana de espermatozoides de carneiros ap6s congelacdo em meio suplementado ou ndo com
miricetina. Dados expressos como média dos quadrados minimos e erro-padrdo

Controle 1nM 10nM 100nM 1000nM

PNA-/IP- 26.3+1.3 26.6+1.3 25.6+1.3 25.6+1.3 25.3+1.3
PNA- 68.3+2.1 69.7+2.0 70.7+2.0 67.242.1 68.8+2.1
APMM 8.7+1.3 11.5+1.5 10.3+1.4 8.5+1.3 10.0+1.4
DCFDA+ 41.1455 39.745.5 44.845.6 45.746.0 44.745.6
C11-BODIPY - 93.8+1.92 91.1+2.0%® 89.3+2.2% 89.5+2.0% 87.242.2°

M540-/ Yo-Pro-1- 5.742.0 8.242.3 10.3+2.5 9.6+2.4 9.6+2.4
M540+/ Yo-Pro-1- 93.8+2.1 91.642.2 91.8+2.4 89.6+2.5 90.1+2.4

Letras mindsculas diferentes, quando presentes, na mesma linha, indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os

grupos.
DISCUSSAO

O presente estudo amplia 0 conhecimento sobre
os efeitos da suplementacdo do diluidor de
congelagdo de sémen ovino com o flavonoide
miricetina. Os resultados obtidos demonstram
que a adicdo de miricetina na concentracdo de
10nM provocou reducdo do percentual de
espermatozoides rapidos, quando esse grupo foi
comparado ao grupo 1000nM, aliado a tendéncia de
ser inferior ao controle. Além disso, os valores de
VAP foram inferiores quando esse grupo foi
comparado ao controle, mostrando ainda tendéncia
a ser inferior quando comparado aos grupos 100 e
1000nM, enquanto as concentracfes de 10, 100 e
1000nM aumentaram o BCF. N&o foram
observadas quaisquer alteragdes no grupo 1nM.
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Com o0 advento de sistemas computadorizados
para andlise do sémen, além da avaliacdo objetiva e
precisa da motilidade, diversas variaveis cinéticas
puderam ser mensuradas e seu valor prognéstico
sobre a fertilidade tem sido estudado (Gillan et al.,
2008). Parametros cinéticos como VAP, VCL e
BCF tém sido demonstrados como possuindo alta
correlagdo com a fertilidade do sémen congelado-
descongelado de ovinos (Del Olmo et al., 2013).

Embora o BCF possua alta correlacdo com a
fertilidade, quando associado a reducdo dos
valores de VAP e %RAP, como observado no
presente estudo, pode-se sugerir o desenvolvimento
de um padrdo cinético de espermatozoides
hiperativados, evento caracterizado por
movimentos vigorosos e de baixa progressao, que
sO deve ocorrer no oviduto proximo a0 momento
da ovulagdo (Suarez, 2008).
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Portanto, apesar de haver fortes evidéncias de
gue a hiperativacdo seja requerida para
penetragdo na zona peldcida (Suarez, 2008), a
adicdo de 10nM de miricetina a0 meio de
congelacdo de sémen ovino pode ndo ser
interessante, ja que a hiperativagdo precoce no
sémen criopreservado esta relacionada a baixas
taxas de fertilidade in vivo (Yaniz et al., 2015).

Por outro lado, na concentragdo de 100nM,
houve apenas o aumento no BCF, sem alteracdes
nos demais parametros cinéticos, nem na
estrutura geral dos espermatozoides, o que pode
ser favordvel a fertilizacdo, uma vez que a
migracdo e a penetracdo do espermatozoide no
muco cervical sdo favorecidas por elevados
valores de BCF e LIN (Mortimer, 2000).

Os fitoestrogenos sdo compostos vegetais de
ocorréncia natural, que sdo estrutural e/ou
funcionalmente semelhantes aos estrogenos de
mamiferos e aos seus metabolitos ativos, os quais
podem interagir com os receptores de estdgeno
(REs) para promover e/ou inibir respostas
estrogénicas (Patisaul e Jefferson, 2010). Estudos
prévios demonstraram a presenga de RES em
espermatozoides de carneiros, distribuidos em
distintos imunotipos de acordo com a localizagdo
celular (Casao et al., 2011). Além disso, a
incubacdo de espermatozoides ovinos com
estradiol ndo afetou a motilidade progressiva ou
a integridade da membrana plasmatica,
entretanto resultou em aumento no percentual de
espermatozoides capacitados (Gimeno et al.,
2016).

Como a miricetina foi relatada por atuar como
um agonista para REs em espermatozoides
humanos e provocar alteragdes fisioldgicas
associadas a capacitacdo espermaética (Aquila et
al., 2013), os resultados relatados no presente
estudo poderiam ser explicados pelo pressuposto
de que a miricetina exerceu seus efeitos no
sémen ovino por meio de um mecanismo
envolvendo a sinalizacdo dos REs. Mudancas na
cinética espermatica também poderiam estar
relacionadas a propriedade inibidora da
miricetina sobre a atividade ATP-ase das bombas
relacionadas ao transporte de ions, tais como o
fon Ca?* (Thiyagarajah et al., 1991). No entanto,
esses mecanismos ndo foram testados neste
experimento, o que evidencia a necessidade de
serem abordados em estudos futuros.
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O uso da miricetina na maior concentracdo
demonstrou ter efeitos adversos sobre os
espermatozoides ovinos pos-descongelagdo. Os
resultados deste experimento, mostraram que a
suplementacdo do diluidor com 1000nM de
miricetina provocou aumento no percentual de
espermatozoides peroxidados, enquanto as
menores concentrages (1, 10 ou 100mM) nao
afetaram a peroxidacdo lipidica. A miricetina
tem sido relatada como sendo um potente
antioxidante ou prd-oxidante, dependendo das
condicdes (Chobot e Hadacek, 2011). E digno de
nota que a atividade antioxidante ou a pro-
oxidante de flavonoides dependem de sua
estrutura, da concentracdo e da fonte de radicais
livres (Barreiros et al., 2006).

Devido a escassez de estudos anteriores
relacionados com as agdes da miricetina sobre a
funcdo espermatica in vitro, os resultados do
efeito da miricetina ndo sdo intensamente
discutidos.

CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo do diluidor de
criopreservacdo de sémen ovino com 10 e
100nM de miricetina afeta a cinética espermatica
sem provocar alteragbes na estrutura geral do
gameta, enquanto 1000nM de miricetina
acarretam mudancas na cinética associadas a
danos peroxidativos.
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