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Resumo

DE CASTRO JORGE SILVA, Arthur. Efeito de nanocapsulas de nucleo lipidico
com e sem revestimento de quitosana em espermatozoide bovino. 2017. 62f.
Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pods-Graduagdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A nanobiotecnologia € uma area em ascensdo, com o surgimento continuo de novos
sistemas para melhorar a eficiéncia de drogas e terapias. Dentre os novos
nanossistemas desenvolvidos as nanocapsulas de nucleo lipidico destacam-se pela
capacidade de carrear diferentes tipos de moléculas em seu nucleo ou aderidas a sua
superficie. Para que esse e outros novos sistemas sejam empregados
comercialmente €& preciso comprovar sua atoxicidade e inocuidade animal e
ambiental. Suprindo essa necessidade emergente, a toxicologia busca o uso de
modelos mais rapidos para triagem, como a utilizacdo de gametas masculinos e a
avaliacao de parametros de fertilidade. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito de dois nanossistemas de nanocapsulas de nucleo lipidico, compostas por
monoestearato de sorbitano, triglicerideos caprico-caprilico, policaprolactona, lecitina
e polissorbato, e a segunda estrutura revestida por quitosana, em espermatozoides
bovinos para avaliacdo da toxicidade através de parametros de qualidade
espermatica. A avaliagao do perfil e distribuicdo do tamanho das nanocapsulas foi
realizada por difracdo a laser e espalhamento dindmico de luz, o potencial zeta foi
aferido por eletroforese. Neste estudo foram testados dois nanossistemas, as
nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) e nanocapsulas de nucleo lipidico revestida
por quitosana (LNC-CS), em amostras comerciais de cinco touros. O efeito das
nanocapsulas foi analisado em contato imediato (0 h) e apds incubagao por 1 h. Foram
testadas cinco concentragdes de nanocapsulas: 2,5%, 5%, 10%, 20% e 40% (v/v).
Uma concentragao adicional de 80% foi utilizada para os testes de motilidade. Dois
grupos controles foram utilizados, substituindo as nanocapsulas com meio e com
agua, nas mesmas concentragdes. A toxicidade foi avaliada através de alteragdes no
padrao de movimentagao dos espermatozoides por CASA, e a citometria celular por
citometria de fluxo. Nao houve diferenga significativa entre os grupos incubados com
LNC e LNC-CS e os grupos controles para concentragdes de inferiores a 40%. Nos
grupos de 40% houve diminuigdo da motilidade entre grupos experimentais e controle
para o parametro DAP da analise por CASA nos dois periodos de incubacao para os
dois nanossistemas, e na integridade da membrana para ambos os tempos no grupo
com LNC-CS. A atividade mitocondrial também foi reduzida para LNC-CS em tempo
0 h. Para concentragéo de 80% nos grupos encubados com LNC e LNC-CS houve
reducdo nos parametros de motilidade, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN,
WOB, ALH, BCF. Em conclusao, esse estudo demonstrou a reduzida toxicidade
causada apenas em concentracdes muito altas, viabilizando a utilizacdo de LNC e
LNC-CS como nanocarreador para células espermaticas.

Palavras-chave: Nanobiotecnologia, Citometria, Motilidade, Morfologia, Toxicologia.
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Abstract

DE CASTRO JORGE SILVA, Arthur. Effect of lipid core nanocapsules with and
without chitosan coating on bovine spermatozoa. 2017. 62p. Dissertagcdo de
mestrado - Programa de Pé6s-Graduagao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Nanobiotechnology is a rising area, with the continual advent of new systems to
improve drug efficiency and therapies. Among the recently nanosystems developed,
the lipid core nanocapsules stand out for the ability to carry different types of molecules
in their nucleus or adhered to their surface. For nanosystems to be commercially
employed, their animal and environmental and animal harmlessness must be proven.
To address this emerging need, toxicology seeks the use of faster screening models,
such as the use of male gametes and the evaluation of fertility parameters. The
objective of this study was to evaluate the effect of two nanosystems of lipid core
nanocapsules, composed of sorbitan monostearate, capric-caprylic triglycerides,
polycaprolactone, lecithin and polysorbate, and the second one coated with chitosan,
in bovine spermatozoa for evaluation of toxicity through sperm quality parameters. The
evaluation of the profile and distribution of nanocapsule size was performed by laser
diffraction and dynamic scattering of light, the zeta potential was measured by
electrophoresis. In this study two nanosystems, lipid core nanocapsules (LNC) and
chitosan-coated lipid core nanocapsules (LNC-CS) were tested commercial samples
of five local bulls. The effect of the nanocapsules was analyzed in immediate contact
(0 h) and after incubation for 1 h. Five concentrations of nanocapsules were tested:
2.5%, 5%, 10%, 20% and 40% (v / v). An additional concentration of 80% was used
for the motility tests. Two control groups were used, replacing the nanocapsules with
medium or water, with the same concentrations. Toxicity was assessed through
changes in the sperm motility pattern by CASA, and cell cytometry by flow cytometry.
There was no significant difference between the groups incubated with LNC and LNC-
CS and the control groups at concentrations of less than 40%. In the 40% groups, there
was decrease of motility between experimental groups and control for the DAP
parameter of the CASA analysis in the two incubation periods for the two nanosystems,
and in membrane integrity for both times in the group with LNC-CS. Mitochondrial
activity was also reduced for LNC-CS in 0 h time. There was a reduction in the
parameters of motility, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF,
for 80% concentration in the groups incubated with LNC and LNC-CS. In conclusion,
this study demonstrated the reduced toxicity caused only at very high concentrations,
enabling the use of LNC and LNC-CS as a nanocarrier for sperm cells.

Keywords: Nanobiotechnology, cytometry, motility, morphology, toxicology.
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Lista de Abreviaturas

ALH - Amplitude of lateral head displacement (Amplitude do movimento lateral da
cabeca)

AO - acridine Orange (Laranja de acridina)

BCF - Beat cross frequency (Frequéncia do batimento de cauda)

CASA - Computer-assisted sperm analysis (Analise de espermatozoides assistida
por computador)

DAP - Distance average path (Distancia média percorrida)

DCL - Distance curved line (Distancia curvilinea)

DNA - Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

DSL - Distance straight line (Distancia em linha reta)

FITC - Fluorescein isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceina)

LIN - Linearidade (Linearity)

LNC - Lipid-core nanocapsule (Nanocapsula de nucleo lipidico)

LNC-CS - Llipid-core nanocapsules chitosan coated (Nanocapsula de nucleo lipidico
revestida por quitosana)

PCL - Poli (e-caprolactona)

PI - Propidium iodide (lodeto de propidio)

PLA - Polylactic acid (Poliacido lactico)

PLGA - Poly lactic-co-glycolic acid (Poli acido latico-co-acido glicdlico)

PNA - Peanut agglutinin (Aglutinina de amendoim)

ROS - Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)

SiRNA - Small interfering RNA (Acido ribonucleico de interferéncia curto)

SMGT - Sperm-mediated gene transfer (Transferéncia génica mediada por
espermatozoides)

STR - Straightness (Retilineo)

VAP - Velocity average path (Velocidade média percorrida)

VCL - Velocity curved line (Velocidade curvilinea)

VSL - Velocity straight line (Velocidade em linha reta)

WOB - Wobble (Coeficiente de oscilagao)
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1 INTRODUGCAO GERAL

Nanotecnologia recebe continuo estimulo na area de biotecnologia,
principalmente para o aprimoramento de propriedades fisico-quimicas e para superar
barreiras como a internalizagao celular e a especificidade de entrega de compostos
diretamente para tecidos-alvos, como no drug-delivery. Diferentes tipos de
nanoparticulas, com amplo espectro de estrutura e composigdes, ja foram
desenvolvidas para poder articular o amplo espectro de farmacos e outros compostos
ja desenvolvidos (Khan et al., 2015). Dentre as diversas categorias de nanocapsulas
disponiveis, as poliméricas demonstram diversas vantagens como estabilidade,
aumento de interagdo com o tecido alvo e redugao da toxicidade do soluto carreado
(Frank et al., 2015). Em seu trabalho, Resnier e colaboradores carregaram
Nanocapsulas de Nucleo Lipidico (LNC) com RNA de interferéncia curto (siRNA) para
terapia génica de melanomas com sucesso (Resnier et al., 2014). Diversos trabalhos
utilizando compostos encapsulados por LNCs demonstraram o aumento do
desempenho em relagdo aos mesmos compostos livres (Lucas et al., 2015; Remiao
et al., 2016; Komninou, Remiao, et al., 2016; Schultze et al., 2014; Yurgel et al., 2014).
E para reduzir a degradagao das nanocapsulas e proporcionar maior compatibilidade
quimica com a molécula transportada, € comum a adicdo de polimeros na superficie
da nanocapsula (Mora-huertas et al., 2010; Frank et al., 2015).

Para a comercializagdo de novos produtos, as industrias quimicas e
farmacéuticas devem primeiramente obter o registro para o devido produto, e para
obtencgao do registro algumas agéncias reguladoras ainda exigem estudos in vivo para
validagao de risco e toxicidade. Especialmente para industrias que produzem na
Europa ou exportam para aquele continente, devido a nova regulamentacdo adotada
pela Unido Europeia, sob o nome de REACH (Registration, Evaluation and
Authorization of Chemicals), ha uma preocupagédo com o aumento do uso de animais
para estudos toxicoldgicos (Williams et al., 2009; Lorenzetti et al., 2011). Portanto a
validacao de praticas in vivo ja estabelecidas, e a obtengdo de modelos adicionais
inovadores se faz necessaria, com alta capacidade preditiva de toxicidade, para tornar
0s processos de triagem mais eficientes e minimizar o uso extensivo de animais em
estudos (Schenk et al., 2010; Freires et al., 2016). Criado pelo 6th European
Framework Program, o ReProTect é um projeto que desenvolveu métodos alternativos

com o intuito de substituir ou reduzir o numero de animais usados em pesquisas de
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toxicologia reprodutiva, e os métodos recomendados — que empregam gametas como
modelo in vitro — ja sao validados e aptos para uso (Schenk et al., 2010).

O langamento do livro “Principio das técnicas experimentais humanas” (The
Principles of Humane Experimental Technique, Russel e Burch), que fundamentava a
idéia dos 3 Rs da sustentabilidade: reduzir, refinar e substituir (do inglés replace,
marcando o ano de 1959 como o primeiro passo na mudanga do paradigma de uso
de animais em pesquisa. O livro foi a concretizagcao da linha de pensamento da época
que se preocupava com o0 aumento crescente do uso de animais em pesquisas
cientificas, e buscava estabelecer praticas para proteger o bem-estar animal através
da implementagdo de conceitos éticos durante o delineamento experimental dos
projetos cientificos (Russell WMS, 1992). A mudancga nesse paradigma aconteceu
lentamente na substituicdo do uso de animais por modelos experimentais in vitro.
Fatores sociais e econdmicos também contribuiram para a solidificagdo do novo
paradigma, além da necessidade de modelos mais preditivos e similares ao objetivo
do estudo, como o cultivo de células humanas (Zurlo, 2012).

Por conta da demanda por modelos alternativos para estudos toxicoldgicos,
os espermatozoides receberam lugar de proeminéncia em estudos de fertilidade e
reprodugdo, juntamente com os embrides. Espermatozoides, possuem o perfil
bioldgico apto como modelo para estudos de triagem toxicolégica, como o alto nivel
de condensacao da cromatina e baixa atividade nuclear, aliado a capacidade da matriz
celular espermatica de monitorar a fragmentagao de sua cromatina e conduzir a célula
a apoptose (Gawecka et al., 2015; Ortega et al., 2011). Os parametros de qualidade
espermatica classicos, utilizados em ensaios clinicos de fertilidade, como morfologia,
motilidade e concentragcdo, sdo sensiveis as alteragdes em seu entorno e ja sao
usados como parametros de qualidade espermatica e podem ser usados como
ferramenta de predigéo de toxicidade (Cardoso et al., 2014; Mortimer, 1997; Marzec-
Wréblewska et al., 2012; Harayashiki et al., 2013).

Estudos de toxicologia reprodutiva sdo distinguiveis de outros estudos
toxicolégicos devido a dificuldade de aferir profundamente o impacto de determinado
téxico, devido ao grande espectro da reproducédo de efeitos que se inicia com a
producdo e maturagcdo dos gametas nos oOrgaos reprodutivos, a fecundagado, o
desenvolvimento embrionario, e o periodo do pds-natal. Assim sendo, algumas das
sequelas tornam-se detectaveis apenas na geracéo seguinte do organismo exposto,

ou na geragao seguinte (Spielmann, 2009). No entanto, esse tipo de estudo segue
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como o mais indicado para testes iniciais devido a sua rapidez e precisdo em deteccao
de toxicidade (Schenk et al., 2010; Lorenzetti et al., 2011; Lazzari et al., 2008)

A diminuicdo da maquinaria celular e a perda da capacidade de transcrigao
de seu material genético (Agarwal et al., 2016) permitem que o espermatozoide
funcione como instrumento para transgénese, através da técnica denominada SMGT
(Sperm Mediated Gene Transfer) (Rieth et al., 2000). Com o intuito de aprimorar a
técnica de SMGT, aumentando sua eficiéncia, novas metodologias utilizando o auxilio
da nanotecnologia foram descritas (Vinicius Farias Campos et al., 2011; V. F. Campos
et al., 2011).

Portanto, o objetivo do trabalho aqui exposto foi de testar o efeito de duas
nanocapsulas de nucleo lipidico, com e sem o revestimento de quitosana na
superficie, sobre a motilidade, morfologia e integridade das organelas de células
espermaticas bovinas, para utilizacdo posterior das LNCs como carreadoras de
moléculas diversas e para comprovacdo da inocuidade dessas nanocapsulas em

diferentes células e tecidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gametas masculinos, os espermatozoides

Observado pela primeira vez em 1677, através de um microscépio rudimentar
e artesanal, o espermatozoide e sua movimentagdo foram descritos com imensa
acuracia por Antonie van Leeuwenhoek. A hipétese de que os espermatozoides
possuiam envolvimento no desenvolvimento do 6vulo s6 veio a ser comprovada por
Oscar Hertwig em 1875 (Fawcett, 1975). A descoberta deu origem aos estudos de
reproducgao, palavra que so foi introduzida em 1749 por Georges-Louis Leclerc, conde
de Buffon, durante o periodo naturalista. Até entdo, havia um grande debate entre
“ovistas” e “espermatozoidistas”, sobre qual destes possuia papel principal no
desenvolvimento do feto. A contenda comegou com Leeuwenhoek, que ao apreciar
0s espermatozoides em seu microscopio chamou-os de homunculos. E ao observar o
liguido seminal, se deparou com o que chamou de “pequenas veias”, e sugeriu a
hipotese de que o homem era totalmente responsavel pela geragdo do feto, cabendo
a mulher apenas receber o sémen e nutri-lo. A disputa viu o inicio de seu fim com a
teoria de Matthias Jakob Schleiden e Theodor Schwann, chamada a teoria das
células, do alemao Zelltheorie, que explicava porque espermatozoide e odcito eram

equivalentes apesar de suas diferengas discrepantes (Cobb, 2012).

2.1.1 Morfologia e cinética dos espermatozoides

Em mamiferos, ainda no periodo de desenvolvimento embrionario do
macho, as células germinativas primordiais migram para o testiculo e tornam-se
espermatogobnias, ou células germinativas imaturas, fixadas nas camadas interiores
dos tubulos seminiferos. No periodo de puberdade as espermatogbnias e as células
de Sertoli migram em sentido ao lumen do tecido. As espermatogénias, sob controle
hormonal da gléandula pituitaria, sofrem divisdo mitética tornando-se espermatdcitos
primarios, apds o processo de Meiose | dividem-se em espermatdécitos secundarios e
entdo espermatides, apdés a meiose IlI. Por fim, as espermatides sao sujeitas a

espermiogénese, dando origem ao espermatozoide (Hall & Guyton, 2011).
O sémen, produto final do ejaculado, é composto pelos espermatozoides e os

fluidos seminais, produzido pelas vesiculas seminais e a préstata. A maturacdo do
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espermatozoide ocorre no epididimo, ao encontrar-se com as secregoes ali presentes,
ricas em nutrientes. Outros secregdes de 6rgdos como o ducto deferente, a vesicula
seminal, a prostata e a glandula bulbouretral também possuem nutrientes e outras
substancias capazes de maturar e nutrir os espermatozoides para a ejaculagao (Wein
et al., 2012; Puppo & Puppo, 2016; Masters & Johnson, 1966; Owen & Katz, 2005).

Ha um desentendimento acerca da anatomia dos espermatozoides e suas
regides. Existem duas opinides sobre a divisdo das pecas que compdes o
espermatozoide. A menos comum divide a célula espermatica em trés regides:
cabeca, peca intermediaria e cauda. No entanto, ha légica ao se dividir em apenas
duas regides: Cabeca e cauda, visto que a movimentagao flagelar se inicia proximo a
cabega e que a pecga intermediaria e o prolongamento da cauda sao apenas
especializacbes da mesma regido (Fawcett, 1965). Neste trabalho utilizaremos a
divisdo em duas partes.

A cabeca das células espermaticas € onde encontra-se o envelope nuclear
circundando a cromatina haploide altamente condensada, envoltos por um citoplasma
fino e ausente de outras organelas. No sentido oposto ao flagelo, envolvendo a
membrana celular e ocupando dois tercos da area da cabeca situa-se o acrossoma.
Formado principalmente pelo Complexo de Golgi, essa especializacdo Unica as
células espermaticas detém diversas enzima, como a hialuronidase. Essas enzimas
possuem papel notério no processo de fecundacao. A regido da cauda inicia-se pelo
entroncamento, regido que une a cabega a peca intermediaria. A peca intermediaria
e o restante da cauda sao estruturadas pelo complexo de filamento axial, ou axonema,
que € um conjunto de 11 microtubulos. Dois na regido central, circundados por 9
microtubulos compostos de duas subunidades equidistantes do par central. Na peca
intermediaria os feixes de microtubulos do axonema sao envoltos por mitocdndrias,
fornecendo energia para a movimentacdo do flagelo. O axonema e a pecga
intermediaria sdo encobertos por uma fina membrana celular (Fawcett, 1975; Hall &
Guyton, 2011).

Levando em conta caracteristicas individuais de cada célula, a morfologia
avalia parametros morfométricos do espermatozoide (Chemes & Rawe, 2003). A
morfologia das células espermaticas varia de acordo com cada espécie. A diferenca
entre um espermatozoide bovino, suino, humano ou murinho € perceptivel sob analise
em microscépio comum. E mesmo comparando células da mesma espécie as

métricas podem ser discrepantes devido as anormalidades morfolégicas. Levando em
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conta que o formato da cabeca do espermatozoide € resultante do formato do nucleo
contido nela, podemos dizer que cada espermatozoide difere levemente entre si
(Arruda et al., 2015; Fawcett, 1965). Portanto, a morfologia é tida como um parametro
de qualidade espermatica muito importante para avaliar a fertilidade, que
diferentemente de outras analises capazes de diagnosticar uma causa especifica, os
ensaios de morfologia apontam apenas para quadros gerais de alteragées ambientais
(Menkveld et al., 2011).

Muitas das caracteristicas morfologicas espermaticas podem ser analisadas
rapidamente e em grande quantidade por citdbmetria de fluxo. A grande diversidade de
fluorocromos e sondas fluorimétricas tornam a citometria mais proeminente entre os
testes de fertilidade. Podendo determinar o status do DNA e da cromatina
espermatica, fragmentacdo de DNA, viabilidade celular, atividade mitocondrial e
apoptose, dentre muitas outras possibilidades (Gillan et al., 2005; Martinez-Pastor et
al., 2010).

Morfologia ndo é o unico parametro usado na determinacao da qualidade
espermatica ou na predicao de fertilidade, a movimentagcdo do espermatozoide, ou
motilidade, decorrente de seu movimento flagelar € utilizado rotineiramente em
laboratérios de reproducao animal. A motilidade € um dos critérios mais importantes
na avaliacdo da fertilidade, mas apesar da sua relevancia ainda € um diagnéstico
idiopatico na maioria dos casos, ou de pouca evidéncia para a verdadeira causa
(Mortimer et al., 2015; Turner, 2006). No entanto, a analise da motilidade ja
demonstrou ser significativa ao determinar a capacidade dos espermatozoides de
realizar a fecundagao tanto in vitro como in vivo, podendo servir como modelo de
predi¢cao de fertilidade in vivo com estudos in vitro (Mortimer, 1997; Mayevsky et al.,
1983). Dessa forma, a capacidade motora dos espermatozoides possui potencial
como parametro toxicologico, por ser altamente susceptivel a alteragdes externas
(Lopes et al., 2014; Harayashiki et al., 2013).

Diferencas na motilidade espermatica sao resultado de alteragoes
bioquimicas, e mutagdes genéticas que podem ter acarretado em disfuncdes
anatdbmicas do espermatozoide, portanto dentro de uma populagcdo de células
espermaticas € comum encontrar subpopulagdes com motilidades distintas, tornando
os espermatozoides um grupo heterogéneo, e a analise das subpopulacdes pode
auxiliar a analise de fertilidade (Martinez-Pastor et al., 2011; Chantler et al., 2004; Katz

& Davis, 1986; Katz et al., 1979). Padrbes de motilidade distintos podem ocorrer sob
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circunstancias que acarretem na hiperativagcdo do espermatozoide. No epididimo os
espermatozoides estdo inativos ou com motilidade muito baixa, ao entrar em contato
com o plasma seminal, ou meio fisiolégico in vitro, o espermatozoide passa a
apresentar movimentagao vigorosa e em linha reta. Ao aproximar-se do odcito ou
ambiente semelhante as tubas uterinas, o espermatozoide adquire caracteristicas da
hiperativagéo, que € o aumento da amplitude do movimento flagelar, e a mudanga da
movimentagao linear para movimentos assimétricos ou lineares. A hiperativacao
auxilia a penetragao de mucosa e da zona pelucida (Yanagimachi, 1994; Stauss et al.,
1995; Suarez & Ho, 2003). Portanto, a avaliacdo da motilidade de um determinado
sémen deve levar em conta a hiperativacdo, comparando com o proprio sémen, e a

heterogeneidade da amostra (Ho & Suarez, 2001).

2.1.2 Parametros de qualidade espermatica (cinética e integridade celular)
A determinacao de parametros morfoldgicos pode ser realizada através de
ensaios de citometria de fluxo. O citbmetro de fluxo € um aparelho capaz de aferir
propriedades fisicas e colorimétricas ou fluorescentes de particulas celulares ou
células inteiras em fluxo. O objeto sob analise, em fluxo laminar, percorre um ou
diversos pontos de iluminagdo possibilitando a analise de dispersdo de luz,
absorbancia e fluorescéncia. A popularizagao dos citdmetros, mesmo que reduzida
em paises em desenvolvimento, tornou a técnica rotineira em alguns laboratérios de
reproducdo, e com o desenvolvimento continuo de novos corantes a variedade de
funcionalidades é crescente. (Silva & Gadella, 2006; Hossain et al., 2011). Em
seguida alguns dos corantes utilizados neste trabalho.
A rodamina € um corante similar as pironinas, levemente alcalina e com
intensidade de coloragdo fraca (Liisberg, 1968). O corante rodamina ja é
extensivamente usado em pesquisas, principalmente como marcador de
internalizagao celular, geralmente conjugada a molécula de interesse. Na maioria dos
estudos a Rodamina B demonstrou-se eficiente no acompanhamento das moléculas
e estruturas de interesse e sua internalizagao pelas células, em alguns casos foi capaz
de apontar o sitio especifico de acumulo intracelular. O método de quantificacdo da
intensidade luminosa do corante pode ser feita por citometria ou analise em
microscopio de fluorescéncia (Botella et al., 2016; Enciso et al., 2012; Morimoto et al.,
2016; Miyaki et al., 2012; Liisberg, 1968).



18

A deteccdo de DNA condensado é essencial para estudos de viabilidade
celular, e Hoechst 33342 permite essa analise, por ser um corante fluorescente,
permeavel as membranas plasmatica e nuclear, que se liga ao DNA e emite pouca
fluorescéncia caso nao ocorra a ligagao (Hinkley et al., 1986; Green, 1992). Hoechst,
ao se ligar ao DNA, torna possivel a avaliagao do estado da célula. Células apoptoticas
apresentam DNA condensado, ao contrario de células necréticas ou saudaveis. O
corante possui coloragao azul e no caso dos espermatozoides, que possuem
cromatina condensada naturalmente, pode ser usada em conjunto com outros
corantes para avaliar o status celular (Crowley et al., 2016; Farrell et al., 1996). No
entanto o corante por si s6 pode ser capaz de causar toxicidade e levar a célula a
apoptose. Sua toxicidade deve ser levada em conta na hora de avaliar um grupo
celular corado (Zheng et al., 2016).

A reacdo do acrossoma ¢ vital para a penetragao do espermatozoide no
oocito e, portanto, a avaliagdo da integridade do acrossoma esta diretamente ligada
com a fertilidade (Miyazaki et al., 1990). A estrutura do acrossoma em diferentes
mamiferos apresenta a capacidade de se ligar a muitas lectinas. No entanto a lectina
de Arachis hypogaea (PNA), o amendoim, apresenta a capacidade de se ligar
exclusivamente ao acrossoma (Jones et al., 1988). Lectinas sao glicoproteinas
encontradas em plantas e animais e sdo capazes de se ligarem exclusivamente a
regides especificas de carboidratos, conferindo o alto potencial como sonda para uso
em histoquimica e imunohistoquimica (Cooper, 1984). A lectina por si ndo emite
fluorescéncia e nao pode ser detectada por citometria ou microscopia a menos que
conjugada com um outro fluorescente ou corante, como costuma ocorrer nos ensaios
de integridade acromossomal (Sutovsky et al., 2015; Odhiambo et al., 2011; Pelaez &
Long, 2007; Partyka et al., 2010). Isotiocianato de fluoresceina (FITC) € um corante
estavel e capaz de se ligar fortemente a anticorpos e outras moléculas, com 6timo
potencial como ferramenta para histoquimica e imunohistoquimica (Marshall et al.,
1958). Em estudos anteriores, FITC foi conjugado com a lectina PNA e com anticorpo
monoclonal para dar fluorescéncia a essas moléculas usadas como sonda, mas que
nao possuem fluorescéncia (D’Cruz & Haas, 1996; Lybaert et al., 2009).

lodeto de propidio (Pl) é um analogo de brometo de etideo, e igualmente
capaz de corar DNA e incapaz de penetrar a membrana de células vivas. Portanto sua
coloragao ocorre principalmente em células necrosadas ou em estagio avangado de

apoptose. O emprego de PIl, sem a adi¢ao ribonucleases, leva a complexacao de Pl
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com DNA mitocondrial e ribossomos (Ockleford et al., 1981; Krishan, 1975). O iodeto
de propidio € comumente usado em associacdo com outros corantes para deteccao
da integridade de membrana, e consequentemente a viabilidade celular (Niu et al.,
2011; Pintado et al., 2000; Yaniz et al., 2013).

Para os espermatozoides a peroxidacio lipidica causada pelo excesso
de espécies reativas de oxigénio (ROS) causa dano a membrana celular, causando
sua saturacdo, reducado da permeabilidade e consequentemente, diminuindo seu
metabolismo energético (Drummen et al., 2002; Brouwers et al., 2017; Dominguez-
Rebolledo et al., 2010; Ortega Ferrusola et al., 2009). Bodipy C11581/591 € um
corante sensivel a oxidacdo. A emissao de fluorescéncia no estado ndo oxidado é
vermelha (591 nm) e verde apos oxidagao (510 nm). Sua aplicagdo como sonda se
fundamenta na sua sensibilidade a oxidagao, funcionando como agente redutor na
auséncia de antioxidantes (Pap et al., 1999).

Através do ensaio de estrutura da cromatina espermatica (SCSA), o
laranja de acridina (AO) é capaz de aferir o dano nao reparado do DNA de
espermatozoides. O dano ao DNA espermatico esta ligado a diminuigao de fertilidade,
perda de embrides e aborto (Evenson & Wixon, 2006; M J D’Occhio et al., 2007; M. J.
D’Occhio et al., 2007; Evenson et al., 1980). Laranja de acridina é fluorescente e se
liga ao DNA de fita dupla emitindo cor verde. Ao ser exposta ao laser com
comprimento de onda de 488 nm a molécula colapsa e passa a emitir fluorescéncia
vermelha, ligando-se a fitas simples de DNA (Evenson & Wixon, 2005).

Assim como a citometria de fluxo € o modo automatizado de avaliacéo
da integridade celular e morfologia, a andlise espermatica assistida por computador
(CASA) é a automatizagdo da afericdo das caracteristicas cinéticas dos
espermatozoides. Todos os sistemas de CASA sao o conjunto do microscopio,
camera e computador que gravarao a movimentagdo do espermatozoide em video e
entdo calcularam a movimentagcao dos espermatozoides de acordo com o caminho
percorrido em um determinado tempo. A analise ocorre entre cada quadro (frame) do
video, e a soma do caminho percorrido e a linearidade sao aferidos. Alguns
instrumentos mais recentes sao capazes de calcular também a frequéncia de
batimentos flagelar, seja pela captacao direta da do flagelo ou pela movimentagao
angular da cabega do espermatozoide (Kruger, 1995; Kime et al., 2001; Rijsselaere et
al., 2012; Amann & Waberski, 2014). A maioria dos aparelhos para execugao da CASA

incluem o software para realizagdo dos calculos, no entanto uma iniciativa
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independente busca a validagdo de um software livre e com codigo aberto para a
popularizacdo da CASA (Wilson-Leedy & Ingermann, 2007).

O sistema de CASA utiliza todos os dados gerados através da analise da
movimentagao dos espermatozoides e calcula o numero de espécimes moveis
(motilidade), espécimes moveis com deslocamento espacial significante (motilidade
progressiva), velocidade curvilinea, velocidade média do trajeto, velocidade em linha
reta, amplitude do deslocamento lateral da cabeca, linearidade do caminho curvilineo,
retiddo meédia, e frequéncia do batimento cruzado. O padrdo cinético dos
espermatozoides sao indicativos de capacitacdo, hiperativacdao e fertilidade,
parametros chaves na qualidade espermatica (Amann & Waberski, 2014). Alguns dos
parametros utilizados

Os parametros avaliados por, CASA e disponiveis apos a analise, sdo: DAP
— distancia média percorrida (distance average path), DCL — distancia curvilinea
(distance curved line), DSL — distancia em linha reta (distance straight line), VAP —
velocidade média percorrida (velocity average path), VCL — velocidade curvilinea
(velocity curved line), VSL — velocidade em linha reta (velocity straight line), STR —
retilineo (straightness, VSL/VAP), LIN - linearidade (linearity, VSL/VCL), WOB —
coeficiente de oscilagdo (wobble, VAP/VCL), ALH — amplitude do movimento lateral
da cabecga (amplitude of lateral head displacement), BCF — frequéncia do batimento
de cauda (beat cross frequency) (Almeida, 2014). Alguns estudos se contradizem a
respeito de quais parametros estdo mais ou menos relacionados a fertilidade, no
entanto o ALH (Freour et al., 2010) e o VCL (Larsen et al., 2000) apresentam maior

proeminéncia nos estudos de avaliacdo dos parametros.

2.2 Nanocapsulas de Nucleo Lipidico (LNCs)

Nanocapsulas poliméricas sdo nanoparticulas com a caracteristica de
possuirem uma cavidade interna para transporte de droga, como em um sistema
vesicular, revestida pela membrana polimérica (Micheli et al., 2012; Soppimath et al.,
2001). As nanocapsulas podem conter agua ou 6leo em seu nucleo, no ultimo caso
pode ser um lipidio em estado liquido ou uma mistura coloide de lipidio liquido e lipidio
sélido (organogel). Neste caso as nanocapsulas sao chamadas de nanocapsulas de
nucleo lipidico e sdo compostas por polimero, 6leo, tensioativo e agua (Frank et al.,

2015). A escolha do polimero a ser usado como membrana da nanocapsula e sua
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densidade sao escolhas fundamentais por controlarem a liberacdo da droga
internalizada para o ambiente, e quanto maior a concentragdo de polimero, menor a
liberagao (Poletto et al., 2008). Os principais polimeros empregados como membrana
sdo poli (e-caprolactona) (PCL), poliacido lactico (PLA), e poli(acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA). Seis métodos podem ser utilizados para a produgdo de
nanocapsulas: Deposicéo interfacial de polimero pré-formado ou automontagem,
revestimento com polimero, camada por camada, emulsdo-difusdo, emulsificacao
dupla, coacervagdo em emulsdo (Frank et al., 2015).

A escolha dos materiais a serem usados como polimero, organogel e
surfactante, juntamente com o processo de produgcdo das nanocapsulas possuem
grande importancia para as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da nanocapsula
(Frank et al., 2015). As propriedades fisico-quimicas finais sdo fundamentais para
conhecer a qualidade e a estabilidade da nanocapsula. As avaliagbes principais e
mais frequentes das propriedades sdo o tamanho da particula, e o potencial zeta, a
eficiéncia de encapsulamento e o padrdo de liberacdo da droga internalizada sao
pontos importantes para analise (Fang et al., 2013).

O tamanho médio das particulas é determinado por espectroscopia de
correlagao de fétons, também chamado de espalhamento dindmico de luz, e difracéo
a laser. A técnica de espectroscopia afere a intensidade da luz espalhada pela
movimentacao das particulas, a difracdo a laser, por sua vez, mede o tamanho das
particulas pelo angulo de difracdo, que é inversamente proporcional ao tamanho da
particula (Fang et al., 2013; Carmona-Ribeiro, 2010). As nanocapsulas possuem
didmetro menor que 1 pym com baixa variagdo de tamanho, nanocapsulas com
tamanho inferior a 50 nm tendem a desaparecer rapidamente de sistemas organicos
comparadas as nanocapsulas com tamanho médio proximo a 100 nm (Hirsjarvi et al.,
2013).

O potencial zeta é a carga da superficie de cada molécula de um sistema
coloidal. O potencial zeta influencia diretamente na estabilidade das nanocapsulas.
Repulsao eletrostatica causada pela carga na superficie das nanocapsulas, evita a
fusdo das mesmas (Fang et al., 2013). A carga da nanocapsula é dada pelo polimero
da membrana, o surfactante utilizado, e o pH do meio. A carga da nanocapsula pode
influenciar também a ligagdo com a célula-alvo (Poletto et al., 2008; Mora-Huertas et
al., 2010).
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Modificagbes superficiais podem ser feitas para alterar a carga da molécula e
aumentar a afinidade o tecido ou célula desejados, diminuir a opsonizagdo e
fagocitose por macréfagos (Vonarbourg et al., 2006; Mayer, 2005), poli(etileno glicol)
(PEG) e metoxi poli(etileno glicol) estdo entre alguns dos funcionalizantes mais
utilizados (Bender et al., 2012). Polisorbato 80, um emulsificante e tensioativo, foi
empregado com sucesso em nanocapsulas na entrega de drogas em tecido especifico
(Bernardi et al., 2009; Frozza et al., 2010). A funcionalizagdo pode ser conceituada
como a aplicagao de um ligante, seja ele um carboidrato, glicoproteina, peptideo ou
anticorpo, para direcionar a nanocapsula contendo a droga em estudo para um tecido
especifico (Jolck et al., 2011). O revestimento pode ocorrer para alterar a carga da
nanoestrutura, ou permitir interagdes celulares mais eficientes, tornando-a
biocompativel. A quitosana, um polissacarideo catidnico atéxico, € um bom candidato.
Sua estrutura torna-o muco aderente e hemocompativel, caracteristicas desejaveis no
desenvolvimento de nanoestruturas (Oyarzun-Ampuero et al., 2010; Xu et al., 2010;
Bender et al., 2012).

A busca por inovagao e inspiragao sao parte da natureza do pesquisador. Por
esse motivo era previsivel que a nanotecnologia seria englobada pela biotecnologia,
formando a nanobiotecnologia (Khan et al., 2015). E se ha conhecimento e recurso,
por que nao utiliza-los a favor da ciéncia e da sociedade? Com esse intuito € que o
NosSso grupo de pesquisa, no passado, uniu a hanobiotecnologia com a reprodugao.
Campos et al (2011a; 2012b) utilizou nanopolimeros para inserir DNA exégeno em
espermatozoides, sem diminuir a fertiidade do sémen. Dando sequéncia a seu
trabalho, os espermatozoides contendo sémen exdégeno fertilizaram odcitos in vivo
gerando embrides viaveis, em uma técnica batizada de NanoSMGT. A metodologia
desenvolvida demonstrou resultados satisfatorios na internalizacao de DNA exdgeno
para os espermatozoides e na geracdo de embrides com o transgene intacto. No
entanto a eficiéncia da técnica segue em padrdées indesejaveis. Na busca de
ferramentas que possam aumentar a eficiéncia da técnica novos nanossistemas
devem ser buscados. E para que estes possam ser implementados, a toxicidade das
moléculas deve ser avaliada. Alguns trabalhos do grupo utilizando as nanocapsulas
incluem a utilizacdo de melatonina encapsulada em LNC melhora o processo de
maturagcdo de embrides de maneira superior a melatonina encapsulada por
nanocapsulas poliméricas ou de forma livre (Remiao et al., 2016; Komninou, Remiao,

et al., 2016); tretinoina nanoencapsulada em LNC promove a melhora na produgao in
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vitro de embriées do que sua forma nao encapsulado (Lucas et al., 2015), e também
€ capaz de superar a resisténcia celular de linhagens de adenocarcinoma induzindo a
apoptose e redugao da viabilidade celular (Schultze et al., 2014); um derivado de

Metotrexato encapsulado em LNC foi mais eficiente do que o antimetabdlito em

solucao (Yurgel et al., 2014)
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3 OBJETIVOS DO TRABALHO

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito toxico das nanocapsulas de nucleo lipidico na qualidade
de espermatozoides bovinos através da avaliacdo de parametros de fertilidade e

qualidade espermatica.

3.1 Objetivos especificos

1. Aferir o efeito da incubagao dos dois modelos de nanocapsulas (com e
sem revestimento de quitosana) no padrdo cinético dos
espermatozoides através de avaliagao por CASA, pelos parametros de
motilidade, motilidade progressiva, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL,
STR, LIN, WOB, ALH, BCF.

2. Acompanhar as perturbagdes morfologicas nas células espermaticas
causadas pelas nanocapsulas, afim de detalhar possiveis interagoes
estruturais entre nanocapsula e espermatozoide, afim de buscar
quaisquer sinais de toxicidade pela avaliagdo da integridade de
membrana, integridade do acrossoma, atividade mitocondrial,

peroxidacgao lipidica e dano ao DNA espermatico.
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ABSTRACT

Toxicology studies have a pivotal role for selection of new nanosystems. As lipid-core
nanocapsules (LNC) rise as a potential system not only for drug delivery but also for
immunotherapy and gene therapy, the demand for models of toxic screening increases, and
sperm arises as a promising model due to the easiness to evaluate its viability parameters. LNCs
were coated with chitosan, chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-CS), in order to
modify the nanocapsule surface. We evaluated the toxicity of LNC and LNC-CS after
incubation with bovine sperm in different concentrations (2.5%, 5%, 10%, 20%, 40% and 80%
(v/v) and periods of exposure (0Oh and 1h). CASA parameters and flow cytometry assays were
performed to assess LNC and LNC-CS effects. The results corroborated with previous studies
indicating that there is no toxicity from LNCs and LNC-CS below 40% (v/v) concentration.

Keywords: Nanosystem; Nanocapsules; Chitosan; Sperm; Spermtoxicology.

1. INTRODUCTION

In the last decade, nanotechnology has played a prominent role in medicine due to its
potential to produce new and more efficient tools for diagnosis, therapies and treatment of
diseases (Mahapatro and Singh, 2011; Mora-huertas et al., 2010). Nanocapsules, regardless
their composition, have been extensively used as a delivery system for a more efficient or site-
specific molecule distribution, improving the solubility of insoluble or poorly soluble drugs
(Dobrovolskaia et al., 2009; Schaffazick et al., 2005) and reducing the toxic effects. Recently,
one type of polymeric nanocapsules, the lipid-core nanocapsules (LNC), has received increased

attention due its great potential to drug delivery in different tissues (Oliveira et al., 2014).
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LNC are core-shell structures, with an oily core surrounded by a polymeric wall, in
which the oily core is formed by sorbitan monostearate and capric-caprylic triglyceride,
structured as an organogel (Durli et al., 2013). Applications of LNC range from drug delivery,
cancer immunotherapy and gene therapy (Pohlmann et al., 2013), in addition to the great cell
uptake capacity of these nanocapsules (Fiel et al., 2014). In gene therapy, cationic polymers
have been employed to modify the nanocapsules surface. The biodegradable, biocompatible,
non-toxic and mucoadhesive polysaccharide extracted from crustacean shells, known as
chitosan, has been one of the most promising material for nanocapsules development including
a surface-coating on LNC due to its ability of binding covalently to DNA (Bender et al., 2012;
Siqueira et al., 2011). Our group has successfully enhanced bovine oocyte maturation and
embryonic development by supplementing the maturation medium with tretinoin-loaded and
melatonin-loaded lipid-core (Komninou et al., 2016; Lucas et al., 2015; Remido et al., 2016).
Furthermore, we previously determined that LNC and chitosan-coated lipid-core nanocapsules
(LNC-CS) are human blood compatible (Bender et al., 2012).

Following the 3Rs principle (refinement, reduction, replacement) alternative toxicity
screening strategies which provide the reduction in animal use have been developed and
validated (Beker et al., 2012; Scholz and Genschow, 1999; Tessaro et al., 2015). Under the EU
Integrated Project ReProTect (6th Framework Programme) (http://www. reprotect.eu;
(Lorenzetti et al., 2011) a battery of in vitro tests have been implemented to study the
reproductive toxicity. Some in vitro tests, such as the bovine oocyte maturation assay (bIVM)
and the bovine in vitro fertilization assay (bIVVF) were validated (Lazzari et al., 2008; Lorenzetti
et al., 2011; Tessaro et al., 2015). As oocytes and embryos, the mammalian spermatozoa has
been used efficiently as a biosensor for environmental and toxicological insults (Andersson et
al., 2009; Mikkola et al., 2007; Peltola et al., 2004). Sperm parameters are required for the male

reproductive success as egg penetration and fertilization. Any damage to the sperm motility,
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plasma membrane and DNA integrity could impair its reproductive capability (Garcia-Vazquez
et al., 2009).

Considering that lipid-core nanocapsules are promising intracellular carriers, the current
study has investigated the action of LNC and LNC-CS on bovine sperm cells. The toxicity of
different LNC and LNC-CS concentrations on sperm kinetics, membrane and acrosome

integrity, mitochondrial activity, lipid perodoxitation and DNA damage are examined.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 LNCs synthesis
2.1.1 LNC and LNC-CS

The lipid-core nanocapsules in aqueous dispersion were prepared by a self-assembling
mechanism. An organic phase (containing 25 mL of acetone, 0.038 g of sorbitan monostearate,
0.160 mL of capric-caprylic triglyceride and 0.100 g of PCL) was added to a lecithin solution
in ethanol (0.600 g in 5 mL) under magnetic stirring at 40 °C. The organic phase was injected
in an aqueous phase (50 mL of water and 0.077 g of polysorbate 80). After 10 min at 40 °C, the
organic solvent was eliminated and water partially evaporated under reduced pressure (at 40
°C) to a final volume of 10 mL. This formulation was named LNC.

Regarding the cationic coating, 1 mL of 1% chitosan in 1% acetic acid aqueous solution
was added (dropwise) to 9 mL of LNC. Thus, the formulation was stirred for 2 h to ensure

complete interfacial reaction. This formulation was defined as LNC-CS.

2.1.2 Fluorescent-labeled LNC and LNC-CS
To obtain fluorescent-labeled LNC and LNC-CS, the same methodology above was
used replacing 10% of polymer by rhodamine B-PCL conjugate. The rhodamine B was

covalently bound to the hydroxyl end-groups of poly(e-caprolactone) under inert atmosphere
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(argon) using carbodiimide as activating agent for the carboxylic acid conversion to ester

(Weiss-angeli et al., 2012).

2.2 Physic-chemical characterization
2.2.1 Laser Diffraction

Laser diffraction analysis was carried out using a Mastersizer® 2000 instrument
(Malvern Instruments, Malvern, UK). Approximately 300 pL of each sample was added in the
dispersion accessory (Hydro 2000SM Dispersion Unit) containing about 100 mL of distilled
water (necessary to obtain obscuration levels between 2% and 8%). Background signal
(distilled water) was measured before each analysis. For rhodamine B-labeled formulations
(RhoB-LNC-CS and RhoB-LNC) the blue laser was turned off to avoid interference by

molecular photon absorption.

2.2.2 Photon Correlation Spectroscopy
Photon correlation spectroscopy (or dynamic light scattering) analysis was performed
in a ZetasizerNano ZS model ZEN 3600 instrument (Malvern Instruments, Malvern, UK). The

formulations were diluted 500 times in pre-filtered ultrapure water (Millipore®, 0.45 pum).

2.2.3 Zeta potential
The zeta potential was evaluated by electrophoresis mobility in a ZetasizerNano ZS
model ZEN 3600 (Malvern Instruments, Malvern, UK). The samples were diluted 500 times in

0.5 mmol mL* NaCl aqueous solution (pre-filtered through 0.45 pm filter, Millipore®).

2.3 Semen processing and experimental design
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Frozen semen straws from five bulls were thawed in a water bath at 35 °C for 30 s and
separately suspended in 2 mL of Opti-MEM | medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The
samples were centrifuged twice for 5 min at 200 xg to remove cryoprotectants from media. An
aliquot of 25 x 10* sperm/mL from the pellet was added in each treatment and used in
subsequent analysis.

To sperm Kkinetics analysis the samples from each bull were incubated with five
concentrations of both LNC and LNC-CS: 2.5%, 5%, 10%, 20%, 40% and 80% (Vv/v).
Spermatozoa were analyzed immediately after incubation (time Oh) and after 1h exposition
(time 1h). Two control groups, named M control, containing sperm suspended in medium, and
W control, containing sperm suspended in water at 40% concentration were used. Incubation
and analysis were performed in three independent replicates.

To examine the toxicity of different LNC and LNC-CS concentrations on membrane
and acrosome integrity, mitochondrial activity, lipid peroxidation and DNA damage, samples
were incubated with three concentrations of both LNC and LNC-CS: 10%, 20% and 40% (v/v).
Spermatozoa were analyzed immediately after incubation (time Oh) and after 1h exposition
(time 1h). Only the M control was used for these analysis.

To evaluate LNC and LNC-CS incorporation in sperm cells, RhoB-LNC-CS and RhoB-
LNC nanocapsules were used for incubation of spermatozoa in all concentrations (2.5%, 5%,
10%, 20%, 40% and 80% (v/v)), at 0 and 1 hours. The incorporation was analyzed by flow

cytometry and images were taken by confocal microscopy.

2.4 Sperm kinetics analysis
The sperm samples exposed by the different treatments were prepared in slides and
analyzed by computer-assisted sperm analysis (AndroVision®, Minitube, Germany). To

perform the evaluations, ten microscopic fields of each slide was recorded and investigated.
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The following parameters were analyzed: Total motility (%), progressive motility (%), distance
average path (DAP, um), distance curved line (DCL, um), distance straight line (DSL, pm),
velocity average path (VAP, um/s), velocity curved line (VCL, um/s), velocity straight line
(VSL, pum/s), straightness [STR (VSL/VAP), %], linearity [LIN (VSL/VCL), %], wobble
[WOB (VAP/VCL), %], amplitude of lateral head displacement (ALH , um), and beat cross

frequency (BCF, Hz).

2.5 Cytometry analysis

In regard to flow cytometry analysis, Attune Acoustic Focusing Cytometer® (Applied
Biosystems, California, USA) was used. The samples were exposed to Hoechst 33342 (H33342,
14533, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in concentration of 2 mM, 5 min before each analysis.
The events were detected by fluorochrome with photomultiplier (Photomultiplier - PMT) VL1
(filter 450/40); except in DNA fragmentation analysis, when H33342 was not used. The green,
orange and red fluorescences were analyzed by PMTs BL1 (530/30 filter), BL2 (575/24 filter)
and BL3 (filter> 640) filters, respectively. Cytometer fluorescence stability was tested daily
using standard beads (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). The acquisition rate was 200
events/second totaling 20,000 events per sperm sample. All assays were done in three
independent replicates. The results were analyzed using the Attune Cytometric Software V2.1.
The non-sperm events from analysis by scatter plots of FSC x SSC (Petrunkina et al., 2005) and

negative fluorescence of H33342 events (debris) were eliminated.

2.5.1 LNCs incorporation assay
The incorporation analysis of different concentrations of LNC and LNC-CS were
implemented through RhoB-LNC and RhoB-LNC-CS. The sperm cells were classified as

incorporated with LNC/LNC-CS when rhodamine B was positive, and not embedded with
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LNC/LNC-CS when rhodamine B was negative. The LNC/LNC-CS incorporation rate for the
different treatments was calculated as the number of sperm cells positive for rhodamine B /
number of sperm positive to H33342 (total number of cells). The result was multiplied by 100

to express the percentage.

2.5.2 Membrane integrity

Membrane integrity was verified by the fluorophores SYBR 14 and propidium iodide (PI)
(MiniTube, Tiefenbach, Germany). Sperm aliquots from different treatments of LNC were
homogenized and incubated for 10 min at 38 °C with fluorescent probe containing 0.25 mM of
SYBR14 and 7.5 uM PI according to the manufacturer's instructions. The sperm cells were classified
as not damaged and functional membrane (SYBR+ / Pl -) and damaged and / or non-functional
membrane (SYBR+ /Pl +; SYBR-/PI +; SYBR- / PI-). The rate was calculated through the number
of not damaged sperm and with functional membrane / number of sperm positive to H33342 and

multiplied by 100 to express the percentage of spermatozoa in each category.

2.5.3 Acrosome integrity

The acrosomal integrity was assessed using the fluorescent dye Lectin from Arachis
hypogaea (peanut) conjugated with FITC (FITC/PNA, L7381 Sigma, USA) which fluoresces
green, in a final concentration of 10 pug / mL, and PI, which fluoresces red, in a final
concentration of 15 puM. The samples from different concentrations of LNC and LNC-CS were
homogenized and incubated for 10 min at 38 °C. Sperm cells were sorted by its acrosomes into
complete and unreacted acrosomes (FITC / PI- and PNA-) and reacted and or harmed (FITC /
PNA + and PI-; FITC / PNA —and Pl +; FITC / PNA + and PI +). This rate was calculated by

the number of sperm unreacted and complete / total number of sperm and multiplied by 100.
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2.5.4 Mitochondrial activity

Mitochondrial membrane potential was assessed by incubating for 10 min at 38° C with 3.1 uM
of Rhodamine B and 7.5 uM of PI in 10 pL of samples exposed to different treatments LNC and
LNC-CS. The sperm cells were classified as high functionality (high fluorescence by the
accumulation of Rhodamine B) and low functionality (low fluorescence, low accumulation of
rhodamine B), which assessed only intact spermatozoa (negative PI) (Liu et al., 2015). Mitochondria
functionality rate was calculated by the number of sperm with high mitochondrial membrane potential
/ number of sperm with high mitochondrial membrane potential + sperm with low mitochondrial

membrane potential and multiplied by 100.

2.5.5 Lipid peroxidation

In order to evaluate lipid peroxidation, the sperm exposed to different concentrations of
LNC and LNC-CS were loaded with Bodipy C11 (Hagedorn et al., 2012) at final concentration
of 1 uM. This fluorescent probe shifts from red to green upon oxidation. The samples were
homogenized and incubated with the probe for 2 hours at 38 °C. Lipid peroxidation rate was
calculated by the median intensity of green fluorescence (peroxidated lipid) / median intensity
of green fluorescence + median intensity of red fluorescence (lipid not peroxidated) and

multiplied by 100.

2.5.6 DNA damage

For assessment by flow cytometry of sperm cells with chromatin condensation, Sperm
Chromatin Condensation Assay (SCCA) (Evenson et al., 1994) was used for all the
concentrations of LNC and LNC-CS. This methodology assesses the stability of chromatin
using the Acridine Orange dye (AO A6014) having metachromatic properties. For analysis, 10

pL of a semen sample were mixed with 90 pL of TNE (0.15 M/L NaCl, 0.01 M/I Tris-HCI, 1
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mM/L EDTA, pH 7.4), 200uL of a Triton detergent solution, 0,17% Triton X-100, 0.15 M/I
NaCl, and 0.08 M/l HCI; pH 1.2) after 30 seconds 120 uL of Acridine Orange solution were
added (6 mg/mL in 0.1 M/L citric acid, 0.2 m/l Na2HPO4, 1 mmol/l EDTA, 0,15 mol/l NaCl;
pH 6.0). The samples were incubated for 3 min before evaluation in flow cytometer. The sperm
cells stained with green fluorescence were considered as with intact DNA, while those stained

red/orange were considered as denatured or damaged DNA.

2.6 LNCs incorporation of images using confocal microscopy

The images of RhoB-LNC and RhoB-LNC-CS treatments were acquired through Leica
TCS SP8 scanning spectral confocal microscope (Solms, Germany). The images settings were
fixed at the beginning of the acquisition and analysis steps, and were unchanged. Images were
acquired sequentially using the following settings: rhodamine B (red) channel (confocal

PMTZ650-700 nm), and DAPI (blue) channel (confocal HyDZ410-470 nm).

2.7 Statistical analysis

All parameters included on sperm kinetics and LNC and LNC-CS incorporation by
sperm cells analyses were compared using factorial ANOVA followed by a Tukey test for
multiple comparisons. Membrane and acrosome integrity, mitochondrial activity, lipid
peroxidation and DNA damage were compared by two-way ANOVA followed by a Tukey test
for multiple comparisons. The results were reported as the mean values for each set of data +
SEM and the level of statistical significance in all analysis was defined at probability level of

P<0.05.

3. RESULTS
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3.1 LNCs synthesis and characterization

LNC and LNC-CS formulations were macroscopically homogeneous presenting a
milky-white appearance and, when diluted, a bluish opalescent aspect (Tyndall effect)
evidencing the presence of nanoparticles. The laser diffraction analysis showed unimodal
nanometric particle diameters (Figure 1). LNC had a z-average diameter of 132 nm with a
polydispersity index of 0.12, while LNC-CS had z-average diameter of 145 nm with a
polydispersity index of 0.23. The zeta potential values were -8.5 mV (LNC) and +12.8 mV
(LNC-CS) reflected by the coatings of lecithin-polysorbate 80 for the former and lecithin-
chitosan-polysorbate 80 for the latter.

Fluorescent-labeled formulations, RhoB-LNC and RhoB-LNC-CS, showed pinkish
opalescent aspect, characteristic of Rhodamine B-labeled formulations. Laser diffraction
analysis presented unimodal nanometric profiles (Figure 2) similar to those observed for LNC
and LNC-CS. Furthermore, dynamic light scattering showed z-average diameters of 140 nm
and PDI of 0.12 for RhoB-LNC and 254 nm and PDI of 0.34 for RhoB-LNC-CS. The zeta

potential values were -12.5 mV for RhoB-LNC and +10.8 mV for RhoB-LNC-CS.
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Figure 1. Particle size distribution by volume (laser diffraction): lipid-core nanocapsules (LNC) and

chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-CS).
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Figure 2. Particle size distribution by volume (laser diffraction): rhodamine B-labeled lipid-core
nanocapsules (RhoB-LNC) and rhodamine B-labeled chitosan-coated lipid-core nanocapsules (RhoB-

LNC-CS).

3.2 Sperm kinetics

An evaluation of LNC and LNC-CS effects on sperm motility and progressive
motility was performed. The exposure significantly decreased sperm motility in LNC-CS at
80% and LNC 80% (v/v) (P<0.05) when compared to the M and W controls, and the
treatments 2.5%, 5%, 10%, 20% (v/v) for both LNC and LNC-CS (Table 1). The progressive
motility was lower in LNC-CS at 80% and LNC 80% (v/v) when compared to the M control.
After 1h of incubation, all groups had reduced motility and progressive motility (P<0.05)

(Table 1).

Table 1.
Effect of different concentrations of LNC and LNC-CS in bovine sperm for motility and progressive

motility.

Groups Motility (%)  Progressive motility
(%)
TimeOh
Control 1 38.13 + 4.65° 29.65+5.782

Control 2 3591 +£5.132 25.82 + 6.29%¢



LNC-CS2.5 49.33+09.38° 36.29 + 8.21°
LNC-CS5 39.78 + 6.03° 27.00 £ 5.2
LNC-CS10  42.66 + 3.52° 31.53+3.92
LNC-CS20  48.76 + 5.59° 34.98 + 6.42
LNC-CS40  42.38+2.18° 30.37 + 4.043%c
LNC-CS80  7.46 + 331 1.59 + 0.56°
LNC 2.5 36.18 + 3.14° 23.97 £5.3
LNC5 33.89 + 4.96° 23.63 + 5.500¢
LNC 10 35.78 + 4.85° 26.53 + 6.742
LNC 20 32.53 + 3.35° 21.22 + 5.358%¢
LNC 40 25.82 + 2,922 16.57 + 4.083°
LNC 80 7.65 + 1.89° 3.78 + 1.87"

Timelh

“Control 1 29.08 + 4.922 18.15 + 4.672
Control 2 18.48 + 2,272 10.18 + 2.85%¢
LNC-CS25  24.90 + 3.09° 15.10 + 4.432
LNC-CS5 25.89 + 1,232 14.77 + 2.53%
LNC-CS10  23.97 +4.942 14.51 +5.792
LNC-CS20  25.25 + 4.66° 14.90 + 5.322
LNC-CS40  19.56 + 3.59° 8.58 + 3.173°
LNC-CS80  13.74 + 3.48 3.17 +1.22¢
LNC 2.5 32.60 + 1.48° 19.99 + 3.17%
LNC5 25.87 + 3.002 16.64 + 4.383¢
LNC 10 26.27 +4.182 16.46 + 5.23%
LNC 20 27.01 +4.272 17.93 + 6,113
LNC 40 26.52 + 2,212 15.59 + 4.482¢
LNC 80 9.30 +2.92¢ 3.54 +1.27"
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Data shown as Mean * Standard Error for three replicates;

N =5 bull semen samples; p>0.05.

The effect of LNC-CS and LNC on CASA parameters is shown in Table 2. Compared
to the controls and to all other treatment groups, the CASA parameters were reduced (P<0.05)
in the presence of LNC-CS 80% and LNC 80% (v/v). There was no difference between the
controls and the treatment groups 2.5%, 5%, 10%, 20% (v/v) for both LNC and LNC-CS in all
CASA parameters. Also, an overall reduction (P<0.05) can be perceived for all parameters at

time 1h when compared to the exposure time Oh (Table 2).



Table 2.

Effect in bovine sperm CASA parameters of different concentrations of LNC and LNC-CS.

Groups DAP (um) DCL (um) DSL (um) VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s) STR (%) LIN (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)
Time O h

Treatments %(v/v)

LNC-CS 2.5 36.29 £ 8.21% 51.43 +3.38%® 25.11+£1.78% 67.93 £5.27% 115.04 + 7.89% 56.54 +4.23° 0.82 +0.01° 0.48 +0.01° 0.58  0.00° 2.98£0.26 30.94 £ 1.39°
LNC-CS 5 27.00 £ 5.22% 51.19 £ 1.11% 24.80 £1.46% 66.35 +3.182 111.24 £2.37% 54.23 3,13 0.80 +0.01° 0.48 +0.01° 0.59  0.02° 2.72£0.04 34.24 £1.22°
LNC-CS 10 31.53 £3.93% 45.43 £ 4,34 22.43 +1.85% 58.55 + 4,122 99.24 + 8,522 49.23 £ 3.73%¢ 0.81+0.01° 0.49 +£0.01° 0.58 £ 0.01° 2.51£0.16 31.21 £1.53°
LNC-CS 20 34.98 £ 6.49% 48.26 2.77% 24.01 £ 1.59% 62.71 £ 3.89% 104.91 £5.77% 52.32 £ 3.41%¢ 0.82 £0.01° 0.49 +£0.01° 0.59 £ 0.01° 2.67+0.18 32.85 £ 1.49°
LNC-CS 40 30.37 + 4.04¢ 35.02 + 4.76° 13.86 + 1.79" 40.12 + 4.81% 76.32 +10.54° 30.33 + 4.16% 0.75 +0.02° 0.40 +0.02% 0.53 £0.02° 2.29+0.26° 26.96 + 2.33°
LNC-CS 80 1.59 + 0.56° 4.65+1.52° 2.49 £0.79¢ 7.92 +2.38¢ 11.03 £ 3.35¢ 6.11+1.77¢ 0.23 £0.06" 0.17 £0.04° 0.22 £0.06° 0.71£0.25° 6.29 +1.93°
LNC2.5 23.97 +5.31% 4531 + 8.08%® 21.42 £5.19% 57.95 + 12.45% 97.97 + 17.63% 46.64 + 11.35%¢ 0.77 £0.02° 0.45 +0.03° 0.57 £0.01° 2.54+0.31° 31.77 £ 2.73°
LNC5 23.63 £ 5.50® 45.86 + 6.64% 22.47 +3.54% 59.40 + 8.78%® 100.27 + 14.58% 49.54 +7.62° 0.74 +0.05° 0.44 £0.03° 0.54 +0.03° 2.36+0.31° 30.27 £3.51°
LNC 10 26.53 + 6.74% 4352 £ 6.16% 20.55 + 3.56% 55.41 +5.58%® 95.88 + 13.50% 45,57 +7.74%¢ 0.76 +0.04° 0.44 £0.03° 0.55 +0.03° 2.38+0.26° 29.45 +3.79°
LNC 20 21.22 +5.35% 49.34 £5.17%® 22.90 +3.82% 61.75 +8.32%® 106.88 + 11.67% 49.90 + 8.63%* 0.77 £0.03° 0.44 £0.03° 0.57 £0.01° 2.63+0.20° 33.28+2.68°
LNC 40 16.57 + 4.08° 36.77 £ 4.23® 15.00 + 2.16 43.67 +6.18%* 81.190 + 10.08% 33.24 + 5.09" 0.71 £ 0.04° 0.39 £0.03% 0.50 +0.02° 2.15+0.21° 29.07 +3.11°
LNC 80 3.78 £ 1.87¢ 7.63 +3.05¢ 4.44 £2.01° 12.37 £ 5.07¢ 17.54 + 6.80¢ 10.18 + 4.47¢ 0.41+0.16° 0.30%0.12° 0.36+0.14° 0.86 + 0.48° 12.46 +5.29
Control M 29.65 + 5.78° 63.74 +2.87° 31.74 +2.38° 83.37 +4.57° 140.51 + 6.56° 70.28 + 5.34° 0.83 £0.02° 0.50 £ 0.03° 0.59 +0.02° 3.33£0.19° 33.77 £ 2.16°
Control W 25.82 £ 6.29% 46.66 +7.20° 24.16 + 4.50® 63.84 £10.75% 103.5 + 14.83% 53.57 £9.52% 0.76 £ 0.05° 0.47 £0.03° 0.57 £ 0.03° 2.49+0.33° 31.46 £ 3.34°
Time1lh

Treatments % (v/v)

LNC-CS 2.5 15.10 + 4.43% 37.33 £ 4.49% 16.02 + 2.95% 46.01 + 6.40% 82.24 +9.37%® 35.72 + 6.44° 0.64 +0.07° 0.37 £0.05° 0.48 +0.05° 2.13+0.12° 30.26 +2.62°
LNC-CS 5 14.77 +2.53% 40.45 £ 6.51%® 17.11+2.74% 46.54 + 6.73% 87.36 + 12.69% 36.85 +5.57%® 0.75 +0.02° 0.43 £0.03° 0.54 +0.02° 2.19+0.19° 31.09 +3.27°
LNC-CS 10 14.51 +5.79% 32.46 + 6.44% 13.27 £3.02% 36.88 +7.13® 70.03 + 13.72% 28.65 * 6.65%¢ 0.62 +0.082 0.33 £0.05° 0.43 £0.05° 1.91+0.34° 24.50 + 3.74°
LNC-CS 20 14.90 + 5.32% 28.17 £ 5.69% 10.36 + 2.36% 30.93 £ 6.32% 61.02 +11.92% 22.59 + 4.97%¢ 0.58 +0.07° 0.30 £ 0.04° 0.42 £ 0.06° 1.75 £0.34° 23.00 + 3.86°
LNC-CS 40 8.58 +3.17¢ 21.07 £4.32° 6.99  1.61% 21.79 £ 4.73 4573 £9.27° 15.49 + 6.59 0.54 +0.10° 0.28 + 0.06% 0.40 £ 0.09° 1.62 £0.34° 20.94 £ 4.232
LNC-CS 80 3.17 £1.22¢ 6.50 + 1.84¢ 3.55 + 1.07¢ 10.39 + 3.07¢ 15.07 + 4.34¢ 8.30 + 2.48¢ 0.40+0.11° 0.28 + 0.08° 0.35+0.10° 0.92 +£0.25° 10.02 +2.63°
LNC 2.5 19.99 +3.17% 41.10 £ 6.99% 20.63 £ 4.32% 51.29 £ 9.80% 88.42 + 45,03 44.51 £ 9.29%¢ 0.83 +£0.01° 0.48 +0.02° 0.56 + 0.01° 2.08+0.24 32.46 £ 4.10°
LNC5 16.64 + 4.38% 43.98 £ 6.66% 21.35 £ 4.50% 55.72 £9.29% 97.73 £13.79% 47.05 £ 9.32° 0.72 £0.07° 0.42 +0.05° 0.50 * 0.04° 2.14+0.22° 32.31 £ 4.56°
LNC 10 16.46 + 5.23% 34.25 £ 6.14% 15.68 + 3.76% 40.87 + 8.42% 73.50 £ 13.23% 33.69  8.04%¢ 0.69 +0.06° 0.39 +0.04° 0.48 £ 0.03° 2.06+0.23 28.95 + 4.032
LNC 20 17.93 £6.11% 26.71 £5.79% 12.39 +£3.12% 33.46 +7.28% 57.50 + 12.48% 26.78 + 6.86%¢ 0.67 +0.07° 0.40 +0.05° 0.51 % 0.04° 1.67 £0.20° 25.57 £3.822
LNC 40 15.59 + 4.48¢ 28.26 +3.05% 10.35 + 1.59% 29.67 + 3.12%¢ 61.33 £5.61% 22.61 +3.15 0.67 +0.05° 0.34 £ 0.03% 0.45 +0.03° 1.64 £0.02° 25.60 £ 2.70°
LNC 80 3.54 +1.27¢ 3.49 £ 0.72¢ 1.95 £ 0.37° 5.35 % 1.00¢ 7.78 £ 1.57¢ 4.36 +0.81¢ 0.25 +0.04° 0.17 £ 0.03° 0.21+0.04° 0.330.07° 6.22+1.97°
Control M 18.15 + 4.67° 39.64 £ 8.30° 20.18 + 4.94° 52.67 £12.23° 85.54 £17.93° 43.82 £10.69° 0.70 +0.10° 0.42 +0.06° 0.52 +0.08° 1.97 £0.34° 29.58 £5.712
Control W 10.18 + 2.85% 32.01 +£8.62% 16.12 + 4.93% 43.85+12.48% 69.78 + 18.50% 35.39 £10.74% 0.57 £0.07° 0.37 +£0.05° 0.47 £ 0.05° 1.64 £0.332 26.04 £ 3.96°

DAP (distance average path), DCL (distance curved line), DSL (distance straight line), VAP (velocity average path), VCL (velocity curved line), VSL (velocity straight line), STR

(straightness, VSL/VVAP), LIN (linearity, VSL/VCL), WOB (wobble, VAP/VCL), ALH (amplitude of lateral head displacement), and BCF (beat cross frequency). Data shown as Mean +

Standard Error for three replicates; N = 5 bull semen samples; p<0.05.
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3.3.1 Membrane integrity
For sperm membrane integrity, a significant decrease (P<0.05) was detected at 40%
LNC-CS (v/v) exposure group at 0 and 1h. All other tested groups did not present impact on

membrane integrity compared to the control (Figure 3).

— LNC
i =0 LNC-CS
Time Oh
50~
. a
® 407
._'? a
g 30-
(=
£ a g
§ 20
=) a a
§
= 104
b
0- . . o=
Control 10% (viv) 20% (viv) 40% (viv)
Time 1h
50+ I LNC
—_ B3 LNC-CS
& 40
2
(o)) -
E 30 —T—
2 a
§20_ a a 1
E a
N =

Control 10% (viv) 20% (viv) 40% (vIv)

Figure 3. Effect of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-

CS) on sperm membrane integrity at the beginning of the incubation period (time Oh) and after 1h

exposition (time 1h) P; Difference among groups (P<0.05).

3.3.2 Acrosome integrity

Data showed that the incubation of spermatozoa with LNCs kept the same acrosome

integrity through all groups tested. Furthermore, despite overall slight decline for all
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treatments after 1h incubation, there was no difference between control and experimental

groups (Figure 4).
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Figure 4. Effect of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-

CS) on sperm acrosome integrity at the beginning of the incubation period (time Oh) and after 1h

exposition (time 1h). There were no significant differences (P>0.05) among groups.

3.3.3 Mitochondrial activity



At time Oh, a decline in mitochondrial activity can be noted only at 40% LNC-CS

(v/v) (P<0.05), as showed on Figure 5. All remaining groups at times Oh and 1h, had no

significant difference in relation to control.
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Figure 5. Effect of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-

CS) on sperm mitochondrial activity at the beginning of the incubation period (time Oh) and after 1h

exposition (time 1h). °: Difference among groups (P<0.05). There were no significant differences

(P>0.05) between the groups at time 1 h.

3.3.4 Lipid peroxidation and DNA damage
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There was no significant difference between the groups in both incubation times for

lipid peroxidation (Figure 6) and DNA damage (P>0.05) (Figure 7).
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Figure 6. Effect of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-
CS) on sperm lipid peroxidation (BODIPY positive cells) at the beginning of the incubation period (time
0h) and after 1h exposition (time 1h). There was no significant differences (P>0.05) between the groups

at time Oh and 1h.
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Figure 7. Effect of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (LNC-
CS) on sperm DNA damage at the beginning of the incubation period (time 0Oh) and after 1h exposition

(time 1h). There was no significant differences (P>0.05) between the groups at time Oh and 1h.

3.4 LNCs incorporation

Lipid-core nanocapsules uptake by bovine sperm cells was proportional to LNC
concentration in solution. At concentrations 0, 2.5, 5, 10, and 20% (v/v) no statistical difference
was observed between LNC and LNC-CS at both incubation times. At concentrations 40 and

80%, however, LNC-CS had higher cell uptake than uncoated LNC (Figure 8).
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Figure 8. Analysis of lipid-core nanocapsules (LNC) and chitosan-coated lipid-core nanocapsules
(LNC-CS) incorporation by sperm cells. (A) Incorporation rate of LNC and LNC-CS into sperm cells
at the beginning of the incubation period (T0) and after 1h exposition (T1). Asterisk indicates significant
difference between LNC and LNC-CS groups at 40 and 80 % V/V (P<0.05). Representative
epifluorescence photomicrographs of sperm cells stained with Hoescht 33342 of Control (B), TO LNC-
CS 80 % V/V (D), T1 LNC-CS 80 % V/V (F) and treated with RhoB-LNC-CS Control (C), TO LNC-

CS 80 % V/V (E), T1 LNC-CS 80 % V/V (G). Scale bar = 10 pm.
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4. DISCUSSION

It has been known that the use of living animals to study reproductive toxicity is the
main available tool for hazard assessment. For this reason, alternative toxicity screening
strategies which provide the reduction in animal use are urgently required. In vitro assays
showed that gametes and embryos can be used efficiently to identify and understand the
toxicology effects of different molecules (Beker et al., 2012; Komninou et al., 2016; Lucas et
al., 2015; Remido et al., 2016; Scholz and Genschow, 1999; Tessaro et al., 2015).

Nanoparticulated systems have been extensively studied due to their potential
applications in medicine and as carriers to deliver molecules into gametes and embryos
(Barkalina et al., 2015; Campos et al., 2011; Mora-huertas et al., 2010). The sperm cells are
able to spontaneously internalize exogenous DNA molecules and to deliver them to oocyte.
Moreover, it has been shown that motility parameters can indirectly reflect its fertilization
capability and be associated to male reproductive performance (Yuan et al., 2010). There are
correlations between sperm viability, progression, swimming pattern alterations and fertility
rate for rat spermatozoa (Duty et al., 2004; Moore and Mehdi, 1996).

LNC and LNC-CS demonstrated different characteristics despite the similar size. LNC-
CS had its cationic polymer characteristics evidenced through positive zeta potential (+12.8
mV) as shown in previous studies (Liu et al., 2013; Mora-huertas et al., 2010), while LNC
revealed negative zeta potential (-8.5 mV) due to the lecithin-polysorbate 80 coating. This
difference in zeta potential between LNC and LNC-CS can be useful for future conjugation
with a broad variety of molecules, such as proteins, carbohydrates and inorganic molecules (Liu
and Park, 2010; Liu et al., 2013; Micheli et al., 2012). With a high incorporation rate, the lipid-
core nanocapsules, especially LNC-CS, emerge as a promising tool for intracellular drug
delivery. LNC was already successfully used as a carrier for molecules distribution (Huynh et

al., 2009; Sanchez-Moreno et al., 2012; Schultze et al., 2014; Zanotto-filho et al., 2013).
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Sperm motility decreased in groups incubated with 80% (v/v) of LNC and LNC-CS,
when compared to M and W controls, and the treatments 2.5%, 5%, 10%, 20% (v/v) for both
LNC and LNC-CS. Also, the progressive motility was lower in LNC-CS at 80% (v/v) when
compared to the M control. A powerful tool for sperm viability examination is kinetics analysis.
Motility and progressive motility data can be used to assess any effect that may be upon sperm
cells, such as stress generated by thawing or environmental influence (Martinez-Pastor et al.,
2011). For all others CASA parameters, spermatozoa distance (DAP, DCL, DSL), velocity
(VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB), amplitude (ALH) and frequency (BCL), a negative
impact was detected in groups incubated with LNC and LNCs at 80% (v/v) at 0 and 1 hour .
Remaining LNC and LNC-CS groups ranging from 2.5% to 20% (v/v) had no statistically
difference to the control groups. A significant decrease was detected in the values of semen
motion parameters in the controls and treated groups after 1 hour of exposition. However, as
previously described, the decline also observed in the control groups, would not be enough to
totally compromise fertilizing potential (Canovas et al., 2010). The dispersion observed
between the values is due to the biological variability, as we have used samples from five
different bulls.

Using flow cytometry, we measured membrane and acrosome integrity, mitochondrial
activity, lipid perodoxidation and DNA damage. As much as CASA analysis, the flow
cytometry approach can be very applicable for prediction of bovine semen fertility (Sellem et
al., 2015). We observed a decline in the membrane integrity exposed to 40% (v/v) of LNC-CS
at 0 and 1 hour of exposition time. The chitosan has high biodegradability, low toxicity and is
capable to charge positively nanoparticles, improving its interaction with the cell membrane,
and inducing the entry of the nanocapsules into cells (Guo et al., 2013; Nagamoto et al., 2004).

A previously study showed that Chitosan-modified poly (lactic-co-glycolic acid) nanoparticles
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had a transient effect on the membrane integrity, but did not have any influence on cell viability
(Guo et al., 2013).

The LNC and LNC-CS groups ranging from 2.5% to 20% (v/v) exhibited an action
similar to the control groups, suggesting that the nanocarrier was not cytotoxic to the sperm
cells. Our results corroborate with results in literature demonstrating the lack of toxicity by
lipid-core nanocapsules and chitosan-coated lipid-core nanocapsules (Bender et al., 2012;
Bulcdo et al., 2014, 2013; Lucas et al., 2015; Siqueira et al., 2011). In conclusion, LNC and
LNC-CS (positively and negatively charged, respectively) up to the concentration of 20% (v/v),
had no impact on sperm viability parameters such as kinetics and cell morphology.
Additionally, a high incorporation rate of nanocapsules by sperm cells demonstrates the

important potential as intracellular nanocarrier.
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5 CONCLUSAO GERAL

1.

3.

Neste trabalho podemos concluir:
As nanocapsulas de nucleo lipidico, sejam revestidas por quitosana ou sem
revestimento, promovem toxicidade irrelevante as células espermaticas,
quando incubados em até 40% de concentragao (v/v).
A motilidade e a morfologia, os parametros de qualidade espermatica e
predicao de fertilidade mais validados, ndo demonstraram alteragées
significativas.
As nanocapsulas exibem potencial promissor como nanocarreadores de
diversos tipos de estruturas para o interior de células espermaticas, dado o

potencial zeta oposto entre LNC e LNC-CS.
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