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RESUMO

VIABILIDADE DOS ESPERMATOZOIDES BOVINOS APOS EXPOSICAO A
NANOPARTICULAS DE MAGHEMITA RECOBERTAS COM DMSA

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas no sémen permite o incremento de técnicas de
reproducdo assistida para a realizacdo transgénese e selecdo espermatica. Para tanto, é
importante conhecer o comportamento da celular esperméatica em contato com as
nanoparticulas magnéticas para que possam ser utilizadas em larga escala nas diferentes
biotécnicas da reproducdo. A resposta espermatica apds contato com fluido magnético
contendo nanoparticulas de maghemita recoberta com DMSA foi avaliada com o intuito de
determinar a toxicidade do nanomaterial. Sémen bovino descongelado, apds passagem pelo
gradiente de Percoll, foi incubado a 37,5 °C em meio SP-TALP+ (BSA 1,5%)adicionado de
fluido magnético (FM) com concentragdes finais de 0,06, 0,03 e 0,015 mg de Fe/mL. O grupo
controle, sem adicdo de FM, foi incubado apenas com meio SP-TALP+. Durante a incubacéo
avaliou-se a cinética espermatica atraves do sistema CASA a cada 15 minutos durante duas
horas, bem como na terceira e quarta horas de incubacgdo. No inicio da incubacdo (zero hora),
na segunda e na quarta horas também foram avaliadas a integridade da membrana plasmaética
e a reacdo acrossomal por meio da associa¢do de corantes fluorescentes (iodeto de propidio e
FITC-PNA). Ao final do periodo de incubacédo, o sémen remanescente de cada tratamento foi
fixado para analise em microscépio eletrdnico de transmissdo (MET). Observou-se que para
os parametros do CASA, integridade da membrana e reagdo acrossomal ndo houve influencia
da nanoparticula na resposta do sémen ao longo do periodo de incubacdo, independente da
concentracdo utilizada. Na andlise da MET ndo foram observados danos ultraestruturaisas
células espermaticas apos contato com o FM. Também ndo foi observado internalizacdo das
nanoparticulas em nenhum grupo tratado com FM. Desta forma, o FM contendo
nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA pode ser utilizado em contato direto com
0 sémen para o incremento das técnicas de reproducdo assistida, uma vez que nao ha alteracdo

na fungéo e estrutura espermatica nas condicgdes testadas.

Palavras-chave: Biotecnologia; Toxicidade; Espermatozoide; Nanotecnologia
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ABSTRACT

VIABILITY OF BULL SPERMATOZOA AFTER EXPOSURE TO MAGHEMITE
NANOPARTICLE COATED WITH DMSA

The use of magnetic nanoparticles in semen allows the improvement of assisted reproduction
techniques to achieve transgenesis and sperm selection. Therefore, it is important to know the
sperm cell behavior after exposure to magnetic nanoparticles, to achieve their use in different
biotechnologies of reproduction in large scale. The sperm response after exposure to magnetic
fluid containing maghemite nanoparticles coated with DMSA was evaluated in order to
determine the toxicity of the nanomaterial. After passage through the Percoll gradient, frozen-
thawed bull semen was incubated at 37.5 °C in SP-TALP+ medium (1.5% BSA) added to the
magnetic fluid (MF) with final concentrations of 0.06, 0.03 and 0.015 mg Fe/mL. The control
group, without MF, was just incubated with SP-TALP+ medium. During incubation the sperm
Kinetic pattern was assessed using CASA system, the assessments were performed every 15
minutes during two hours, as well as in the third and fourth hours of incubation. At the
beginning of the incubation (hour zero), as well as in the second and fourth hours the sperm
plasma membrane integrity and acrosome reaction were evaluated through the combination of
fluorescent dyes (propidium iodide and FITC-PNA).In the ETM analysis, sperm cells
ultrastructural damage were not observed after exposure to the MF. The uptake of
nanoparticles by the spermatozoa was also not observed in any group treated with MF. Thus,
the MF containing maghemite nanoparticles coated with DMSA can be used in semen in
order to improve the assisted reproduction techniques, since there is no change in sperm

function and structure under the conditions tested.

Key-Words: Biotechnology; Toxicity; Sperm; Nanotechnology



CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



1. INTRODUCAO

A nanotecnologia utiliza a ciéncia em escala nanométrica permitindo, desta
forma, a manipulacdo de atomos e moléculas para a construcdo de materiais. Para serem
classificados como nano, 0s materiais devem apresentar dimensdes entre 0,1 e 100
nanémetros — nm (Morales, 2007). Nessa escala 0s nanomateriais apresentam caracteristicas
fisicas e quimicas peculiares, como tolerancia a temperatura, variacdo de cor, alteracdes da
reatividade quimica e da condutividade elétrica que ndo sdo observadas no mesmo material
em escala normal. Estas peculiaridades explicam o interesse tecnoldgico em relacdo aos
nanomateriais, que ja sdo fabricados em escala para emprego em cosméticos, tintas,
revestimentos, tecidos, catalisadores ou para proporcionar maior resisténcia aos materiais
(Peterson, 2004; Cattien, 2007; Sahu & Casciano, 2009).

As nanoparticulas magnéticas (NPM), devido ao tamanho e capacidade de
resposta a um campo magnético externo, sdo especialmente estudadas para aplicacdes
bioldgicas (Sung et al. 1994; Berry & Curtis, 2003). Na reproducéo assistida em humanos e
animais essas NPM ja séo relatadas para utilizacdo em técnicas de selecdo espermatica
(Dirican et al., 2008) e na transfeccdo de genes guiada por espermatozoide (Kim et al., 2010).
Além disso, as nanoparticulas magnéticas sao bastante empregadas na medicina terapéutica e
diagnostica, através da sua utilizacdo na veiculacdo de drogas para tratamento de indmeras
doencas e como potentes agentes de contraste em equipamentos de ressonancia magnética. As
NPM podem, ainda, auxiliar no isolamento de células, proteinas e outros compostos através
do emprego de um campo magnético que atrai as nanoparticulas ligadas a estruturas de
interesse para o isolamento (Gao et al. 2009).

Com o crescimento da utilizacdo e do interesse pelas nanoparticulas na
biologia, estudos de toxicidade in vivo e in vitro sdo delineados para determinar os efeitos das
NPM em células e modelos animais (Soenen & De Cuyper, 2009). Até 0 momento, os efeitos
das nanoparticulas magnéticas sobre a cinética e morfologia espermatica ndo sdo bem
conhecidos. Este dado pode ser de grande importancia para que a nanotecnologia possa ser

aplicada em larga escala nas técnicas de reproducdo assistida.



1.1 Problematica e relevancia

A nanotecnologia j& é considerada como uma das mais promissoras tecnologias
dos altimos tempos, por isso vultosos investimentos estdo sendo aplicados em pesquisas para
0 seu desenvolvimento e utilizacdo em larga escala. Estima-se que para 0s proximos anos
cerca de um trilhdo de dolares serdo investidos em nanotecnologia. Desde 2004, o setor
biomédico e de ciéncias da vida apresentam os maiores indices de desenvolvimento com
nanotecnologia, comparado a outros setores como eletrénica, transporte e energia (Zanetti-
Ramos & Creczynski-Pasa, 2008). Destaca-se nos estudos com nanobiotecnologia a
vetorizacdo de farmacos, que objetiva o deslocamento de farmacos a 6rgdos especificos
através da utilizacdo de nanomateriais. Além disso, a nanotecnologia também é uma promessa
para outras areas da biologia e da medicina, através da utilizacdo de nanoparticulas como
contrastes em equipamentos de ressonancia magnética, em técnicas de isolamento celular,
entre outros (Gao et al., 2009).Dentre os nanomateriais para utilizacdo na biomedicina,
destacam-se as nanoparticulas magnéticas devido, principalmente, a possibilidade de
manipulacdo ap6s aplicacdo de um campo magnético externo (Sung et al. 1994; Berry &
Curtis, 2003).

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas também é uma realidade em técnicas
de reproducdo assistida, para a realizacdo de transgénese e separacdo espermatica,
demonstrando que biotécnicas reprodutivas podem dispor dessa inovadora tecnologia, por
meio da utilizacdo das nanoparticulas nos espermatozoides (Dirican et al., 2008, Kim et al.,
2010).Com isso, torna-se importante conhecer o comportamento da célula espermatica em
contato com as nanoparticulas magnéticas, para que possa ser aplicada em larga escala nas

técnicas de reproducdo assistida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nanotecnologia

O termo “nano” tem origem grega e significa “ando”, portanto o prefixo da
palavra nanotecnologia caracteriza uma ciéncia que lida com materiais em uma escala muito
pequena. De fato, essa tecnologia estuda, cria e manipula estruturas menores que 100
nanémetros (Morales, 2007), sendo que 1nandmetro corresponde a 10 metros, ou seja, a
bilionésima parte do metro (Figura 1) (Cattien, 2007).

A ideia de trabalhar as estruturas em uma escala menor que a obtida pela
microscopia 6ptica foi proposta pela primeira vez pelo fisico Richard Feyman em 1959. Na
ocasido de seu discurso, uma palestra intitulada “Ha muito espac¢o 14 embaixo”, Feyman
proferiu sobre um futuro em que seria possivel a manipulacdo de 4&tomos para a construcédo de
materiais (Peterson, 2004). Somente em 1974, na Universidade de Ciéncia de Tdquio, o termo
“nanotecnologia” foi utilizado para designar a ciéncia que estuda objetos e processos na
escala do nandmetro. Na década de 80, com o advento do microscépio de varredura por
tunelamento e do microscopio de forca atbmica, foi entdo possivel visualizar e manusear
atomos, tornando a entéo ideia futuristica de Feyman uma realidade para a ciéncia moderna
(Cadioli & Salla, 2006).
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Figura 1 Dimensbes representativas de algumas estruturas tipicas, em suas varias
escalas. (Um nanotubo de carbono é dez mil vezes mais fino do que um fio de cabelo)
(Fonte: http://www.ofitexto.com.br/conteudo/deq 230778.htm).

Atualmente, muitos investimentos vém sendo aplicados para o0
desenvolvimento e aprimoramento da nanotecnologia. A utilizagdo comercial atinge,
principalmente, os ramos da engenharia de produtos eletrdnicos, da inddstria automobilistica,
da construcdo civil, dos cosméticos, de roupas e artigos esportivos, através do
desenvolvimento de materiais utilizando a nanotecnologia para a producdo. Além disso,
pesquisas envolvendo a aplicacdo da nanotecnologia na biomedicina apresentam resultados
promissores principalmente em técnicas de vetorizacdo de farmacos, diagndstico precoce de

doencas, tratamento de cancer e isolamento celular (Peterson, 2004; Cattien, 2007).

2.2 Nanoparticulas magnéticas

A producdo de nanomateriais é a principal responsavel pela difusdo e utilizagdo
da nanotecnologia. Os nanomateriais podem ser produzidos utilizando processos fisicos e
quimicos que permitem que atomos e moléculas sejam manipulados e rearranjados (Ashby et
al., 2009).A reducdo dos materiais a escala nanométrica proporciona alteragcdes fisicas e

guimicas no material, conferindo-lhe novas propriedades (Lacava, 2009).


http://www.ofitexto.com.br/conteudo/deg_230778.htm

Existem varios tipos de nanomateriais, como nanoparticulas, nanofios,
nanotubos, nanocristais, nanoplacas, entre outros, que ja sdo aplicados nas mais diversas areas
do conhecimento (Ashby et al., 2009).Na biomedicina, destaca-se a utilizacdo das
nanoparticulas. Esse nanomaterial apresenta alta reatividade e propriedades especiais
exclusivas que ndo sdo observadas nos materiais em estado natural (Hosokawa et al., 2007).
As nanoparticulas podem ser oriundas dos mais diversos materiais, no entanto, na
biomedicina, aquelas produzidas por metais e Oxidos metalicos apresentam peculiares
caracteristicas de interesse. Por exemplo, nanoparticulas de ouro apresentam coloracdes
diversas do ouro em estado natural. De acordo com o tamanho, formato, estado de agregacao
ou mesmo o ambiente em que a particula esta empregada, pode-se conseguir brilho intenso
e/ou coloracBes como vermelho, azul e roxo (Murphy et al., 2008). Curiosamente, nas
civilizagbes mais antigas as nanoparticulas de ouro e de outros metais nobres ja eram
utilizadas como pigmentos em vidros de capelas para conferir cores ao material, no entanto
ndo se sabia que se tratava de nanoparticulas (Ashby et al., 2009). Atualmente, as
nanoparticulas de ouro sdo empregadas desde a producdo de maquiagens (Duran et al., 2010)
até em técnicas de diagnostico por imagem de tumores ainda em estagio inicial (Murphy et
al., 2008).No caso das nanoparticulas de ouro, observa-se uma alteracdo na propriedade éptica
da particula. Adicionalmente, nanoparticulas produzidas a partir de metais como cobalto,
niquel, zinco e ferro ou dxidos metalicos como 6Oxido de zinco, 6xido de ferro e Oxido de
titnio, apresentam modificagdes napropriedade magnética do material. Por isso, sdo
classificadas como nanoparticulas magnéticas (NPM).

As NPM a base de 6xido de ferro, denominadas nanoparticulas de magnetita ou
maghemita (estado oxidado), séo classificadas como superparamagnéticas. Essa propriedade é
alcancada apenas na escala nano e, basicamente, é a capacidade que a particula tem de se
magnetizar na presenca de um campo magnético (Sung et al., 1994; Berry & Curtis, 2003).
Em outras palavras, essa caracteristica permite que a NPM seja manipulada utilizando-se um
campo magnético externo (Figura 2). Além disso, 0 superparamagnetismo permite que as

NPM dissipem calor quando submetidas a um campo magnético alternado (Lacava, 2009).



Figura 2 Comportamento superparamagnético das NPM na auséncia ou presenca de um
campo magnético externo (Fonte:  http://www.guiasweb.com.br/noticia 3372-
nanoparticula libera medicamento direto na celula cancerosa.htm Acesso em
16/03/2011).

As NPM, no entanto,tendem a se aglomerar com facilidade devido a forca de
atracdo exercida pelas particulas (Rabias et al., 2008). Essa aglomeracéo € irreversivel e ndo
desejavel, uma vez que quando aglomeradas as NPM podem perder caracteristicas e
funcionalidade (Thuneman et al., 2006). A utilizacdo das NPM dispersas em fluidos
magnéticos (FM) é uma forma de manter as nanoparticulas em suspensdo, evitando assim, a
aglomeracéo e precipitacdo. Os FM séo sistemas coloidais resultantes da combinacgéo de uma
fase dispersa, solida, constituida por nanoparticulas magnéticas, uniformemente distribuida
em uma fase dispersante, liquida, de natureza polar (agua) ou apolar (hexano, benzeno, 6leos
minerais) e sdo a forma mais comum de utilizar as NPM em sistemas biologicos (Morais,
2009).

2.2.1 Utilizacdo de nanoparticulas magnéticas na reproducdo assistida

As técnicas de reproducdo assistida como inseminacao artificial, producédo in
vitro de embrides, injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide, clonagem, transgénese,
entre outras, podem ser uma ferramenta para o incremento da fertilidade em humanos
subférteis e para o melhoramento genético de animais. A utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas tem sido relatada como forma de auxiliar algumas etapas das biotécnicas da
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reproducdo, tais como a separacdo espermatica (Dirican et al., 2008) e a transfeccdo de genes
guiada por espermatozoide para a producdo de animais transgénicos (Kim et al., 2010).

A separacdo espermatica € empregada na reproducdo assistida de humanos
subférteis, principalmente na pratica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide e na
fertilizacdo in vitro, com o objetivo de melhorar as taxas de gestacdo (Dirican et al., 2008). A
técnica visa ao isolamento de espermatozoides em estagio de apoptose presentes no sémen,
que pode ser a causa de baixa fertilidade devido a falhas na eliminacdo destas células antes da
ejaculacdo (Anzar et al., 2002). O processo de apoptose promove alteragdo na membrana
plasmética (MP) do espermatozoide para sinalizar o processo de autodestruicdo (Shen et al.,
2002). Com o uso de uma proteina de alta afinidade acoplada a estruturas magnéticas é
possivel identificar, ligar e isolar os espermatozoides em apoptose através do uso de um
campo magnético externo (Said et al., 2006). Dirican et al. (2008) utilizaram microparticulas
magnéticas para isolar espermatozoide em estagio de apoptose e observaram melhoras nas
taxas de gestacdo em humanos ap0s a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide. Estes
autores também sugerem a utilizacdo das nanoparticulas magnéticas com o mesmo objetivo.

A transgénese, por sua vez, é uma técnica que consiste na transferéncia de um
gene exdgeno para um embrido com o intuito de modificar o genoma do organismo. Com a
técnica é possivel obter melhora no desempenho reprodutivo, na conversdo alimentar, na
producdo de leite e carne, aumentar a resisténcia a doencas, além da liberacdo de farmacos
pelo leite. O carreamento do DNA exdgeno ao embrido pode ser feito, dentre outras formas,
através do espermatozoide durante a fecundacdo. Basicamente, o0 espermatozoide se liga ao
gene apos incubacdo com DNA exogeno e é utilizado em sistema de fecundagéo in vitro
(Wheeler et al., 2001). Essa ligacdo ocorre porque espermatozoides tém afinidade por
segmento de DNA, devido a presenca de proteinas de ligacdo de DNA presentes na cabeca do
espermatozoide, no entanto, os resultados na obtencdo de animais transgénicos com esta
forma de apresentacdo do DNA ainda sdo limitados (Zani et al., 1995). A utilizacdo de
nanoparticulas magnéticas tem sido relatada como forma de incrementar a aplicagdo da
técnica. Embribes de porcos transgénicos foram produzidos através da utilizacdo de NPM
acoplada ao DNA exo6geno que se ligaram ao espermatozoide ap6s aplicacdo de um campo
magnético. Os espermatozoides, apds fecundacdo in vitro, carrearam o DNA exdgeno ao
embrido, demonstrando que as NPM podem auxiliar na transgenese mediada por

espermatozoide, facilitando a técnica e reduzindo os custos de producdo (Kim et al., 2010).



Como visto, as NPM vém sendo utilizadas para o incremento das técnicas de
reproducdo assistida atraves da sua utilizacdo direta no sémen. Desta forma, deve-se
investigar se ha alguma alteracdo nas caracteristicas espermaticas apds o contato direto com
as NPM para que sua aplicacdo possa ser estendida as demais biotécnicas da reproducdo. No
entanto, poucos sdo os estudos que relacionam os efeitos da exposi¢ao dos espermatozoides as
nanoparticulas.

A utilizacdo de nanoparticulas de ouro em contato com o espermatozoide
humano foi o primeiro estudo in vitro relacionado a esse tipo celular. Observou-se que a
adicdo de solucdo de nanoparticulas de ouro em uma amostra de sémen foi suficiente para
decréscimo de 25% da motilidade da amostra ap6s 15 minutos de exposi¢do direta; 0 grupo
controle conservou a motilidade em torno de 95%. Além disso, houve internalizacdo das NPM
pelo espermatozoide principalmente na regido da cabeca e cauda (Wiwanitkit et al., 2007).
Outro estudo utilizou sémen bovino incubado com NPM de maghemita recobertas com PVA
em uma concentracdo final de Fe de 7,35 mM. Foram avaliadas a motilidade, a internalizagéo
de NPM e a capacidade de reacdo acrossomal (RA). A motilidade espermatica foi mantida em
torno de 70% durante toda a incubacdo, além disso, ndo houve comprometimento da
capacidade de reagir o acrossoma. A internalizacdo das nanoparticulas pelo espermatozoide
ocorreu em funcdo do tempo de incubacdo e observou-se que a maioria das particulas estava
disposta na superficie dos espermatozoides (Makhlufet al., 2006). Apesar dos estudos, pouco
se conhece acerca do comportamento estrutural e funcional da célula espermatica ap6s o
contato com as NPM. Além disso, esses estudos ndao permitem uma relacdo dos resultados

com a utilizacdo das nanoparticulas na reproducdo assisitida.

2.2.2Aplicacdes biomédicas das NPM

Estudos na area biomédica tém sido desenvolvidos para a aplicacéo terapéutica
e diagndstica das NPM. Isso porque as NPM, devido ao tamanho e propriedades, podem ser
utilizadas como vetores para o transporte de farmacos; como potentes agentes de contraste nos

equipamentos de ressonancia magnética; nas técnicas de separacdo celular; no isolamento de



toxinas; na deteccdo de anticorpos e bactérias no sangue e ainda no tratamento de cancer por
hipertermia (Gao et al. 2009).

Para serem utilizadas com este objetivo as NPM devem interagir com alvos biologicos
de forma especifica, atravessar barreiras e membranas sem causar danos as células sadias e
ndo ser eliminada do organismo antes de sua atuacdo. Desta forma, as nanoparticulas
precisam estar recobertas e associadas com material biologicamente ativo para se tornarem
biocompativeis (Salata, 2004). A cobertura biolégica da nanoparticula pode proporcionar,
ainda, especificidade da particula por determinada célula, 6rgdo ou estrutura. Assim, a
conjugacdo das nanoparticulas magnéticas a moléculas ou composto orgénicos origina uma
estrutura com duas importantes propriedades: especificidade por um sitio de ligagdo e
capacidade de responder a um campo magnético externo (Gao et al., 2009). Além disso, 0
revestimento previne também a aglomeracdo das nanoparticulas magnéticas, permitindo sua
dispersdo em FM, mantendo as NPM estaveis para utilizacdo em meios bioldgicos (Morais,
2009). As NPM podem estar conjugadas a estruturas moleculares, tais como proteinas,
receptores, antigenos, entre outros, além de compostos organicos como DMSA, dextran,
citrato e rodamina (Mahmoudi et al., 2009). O revestimento também pode prevenir 0s
possiveis efeitos toxicos da particula no organismo. Estudos demonstram que a cobertura de
DMSA protege a célula dos efeitos citotoxicos das nanoparticulas, favorecendo a sua
utilizacdo em meios bioldgicos (Auffan et al., 2006; Valois et al., 2010; Braz, 2011). Essas
diferentes caracteristicas conferidas a nanoparticulas apés o revestimento bioldgico permitem
sua utilizacdo na biomedicina tanto in vivo quanto in vitro.

O isolamento bacteriano para fins de diagnostico pode ser alcancado in vitro
através da associacdo de NPM a vancomicina, um antibiético. Esse nanocomposto quando
adicionado a uma cultura mista de bactérias gram-positivas e enterococos, mesmo em baixas
concentracdes, se ligam aos enterococos, devido a presenca de sitios de ligacdo de
vancomicina nesse tipo de bactéria. O conjunto NPM-bactéria, quando submetido a um
campo magnético, € atraido, isolado e identificado (Gu et al., 2003). O isolamento de bactéria
na clinica médica é dificil e demanda tempo, pois requer multiplicacdo e identificagdo do
microorganismo suspeito em um meio de cultura especifico. No entanto, pode ser uma
ferramenta muito importante para o diagndéstico clinico e para definir o tratamento. Quando
em estagio inicial da doenca, a populacdo bacteriana circulante é menor, dificultando ainda
mais a deteccdo do agente por meio de cultura. Portanto, os resultados apresentados por Gu et

al. (2003) demonstram que é possivel o isolamento e identificagdo de microorganismo,
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mesmo em baixas concentracfes, associando NPM a estruturas organicas com especificidade
ao microorganismo suspeito.

A associacdo de NPM a biomoléculas funcionais também pode ser util na
purificacdo de proteinas, material genético, organelas e células (Gao et al., 2009). A producéo
de NPM com terminacdes protéicas permite o isolamento preciso de aminoacidos e proteinas
sem a necessidade prévia de promover lise celular, devido a especificidade do nanocomposto
que permite a ligacdo do aminoacido ou proteina a terminacao evitando a ligacdo de outras
substancias ndo especificas (Xu, et al., 2004a,b). A nanotecnologia também pode auxiliar a
remocdo de toxinas do organismo. A utilizacdo de biofosfato ligado & nanoparticula de
magnetita permitiu a retirada de 69% dos ions de urénio presentes em amostras de sangue
contaminado (Wang et al., 2006). A utilizacdo de NMP conjugada a outros nanocompostos
permite a formacédo de nanoestruturas funcionais e manipulaveis. Por exemplo, a utilizacdo de
pontos quanticos (“quantum dots”), um corante de potente capacidade fluorescente,
associados as NPM confere a nanoestrutura formada fluorescéncia e magnetismo (Berry &
Curtis, 2003; Tartaj et al., 2003). Utilizando campo magnético externo foi possivel manipular
0 nanocomposto em meio intracelular monitorando o movimento através do uso de
microscopio confocal, demonstrando a possibilidade de manipulagdo intracelular de
moléculas associadas as NPM sem danos a estrutura da célula (Gao et al., 2008).

As nanoparticulas magnéticas também sdo utilizadas como agente de contraste
na formacdo de imagens em equipamentos de ressonancia magnética (RM), permitindo a
diferenciacdo dos tecidos sadios e lesados (Gupta & Gupta, 2005a). A utilizacdo desta técnica
de diagnostico € muito importante para identificacdo precoce de tumores e células
metastaticas. Células tumorais apresentam alteracGes estruturais que sdo identificadas por
determinadas moléculas de ligacdo. Quando essas moléculas estdo conjugadas com
nanoparticulas magnéticas, elas se ligam aos tumores e metastases, permitindo um contraste
preciso da regido quando submetido a RM. Da mesma forma, é possivel delimitar e
determinar as regites acometidas, mesmo em estagio inicial da multiplicagcdo tumoral. Assim,
o diagndstico clinico é mais preciso, permitindo um tratamento mais direcionado (Ito et al.,
2005). Além disso, as NPM podem ser utilizadas como agentes de contraste para detectar
tecido em estadgio de apoptose, frequentes em doencas neurodegenarativas, isquemias e
tumores (Thompson, 1995). O mecanismo € 0 mesmo da deteccdo de celulas tumorais, no
entanto, utiliza-se NPM associadas a moléculas de ligacdo especificas de receptores de

membrana plasmatica de célula apoptética (Francis et al.,1997). A utilizacdo de NPM em
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equipamentos de RM permite a detec¢do de tecido em apoptose ainda em estagio inicial,
possibilitando um diagndstico precoce da doenca. Quando comparados a outros métodos de
diagnostico, a utilizacdo de NPM como agente de contraste apresenta a vantagem de melhor
resolucdo e delimitacdo das regides acometidas, devido a alta sensibilidade dos equipamentos
de RM as NPM (Nunn et al., 1996).

Uma das mais importantes aplicagcdes da nanotecnologia no ramo da
biomedicina € a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas para vetorizar farmacos para tecidos
e orgdos especificos (Neuberger et al., 2005). A técnica pode reduzir a dose necessaria do
medicamento, os efeitos colaterais e o custo do tratamento de doencgas (Gupta & Gupta,
2005a). Nesse caso, propriedades como a carga, caracteristica quimica da superficie e
tamanho da NPM sdo bastante relevantes, pois podem afetar a circulacdo sanguinea do
nanocomposto e sua biodisponibilidade (Chouly et al., 1996), tais fatores estdo associados
com a acdo do farmaco no organismo. A vetorizagdo de anticancerigenos assume maior
interesse, pois esse tipo de farmaco, geralmente aplicado sistematicamente, € distribuido no
organismo de forma inespecifica causando danos as celulas sadias e gerando resultados
ineficazes ao tratamento do cancer. A utilizacdo de NPM associadas aos quimioterapicos em
estruturas biocompativeis, bem como a resposta desses nanocompostos a campos magnéticos
externos, gera uma estrutura de acdo especifica capaz de carrear o farmaco e promover a sua
liberagdo de forma controlada. Desta forma, tem-se a redugdo da dose necessaria do
quimioterapico e, consequentemente, de seus efeitos colaterais (Cho et al., 2008; Gupta &
Gupta, 2005a).

A utilizagdo de NPM no tratamento de tumores malignos através da
magnetohipertermia é outra importante vertente de estudos utilizando nanobiotecnologia. A
hipertermia € um tratamento convencional do cancer que se baseia em proporcionar um
aumento de temperatura na regido do corpo acometida por uma neoplasia. A temperatura alta
promove lise da célula tumoral, que é mais sensivel, sem afetar as células sadias (Castro et al.,
2010). As celulas tumorais podem ser destruidas em temperaturas acima de 40°C, enquanto as
células normais suportam temperaturas ainda mais elevadas (Gupta & Gupta, 2005a). Esse
procedimento também pode ser realizado através do uso de NPM pelo processo denominado
magnetotermocitolise (Tartaj et al., 2003). A técnica consiste na aplicacdo de um campo
magnético alternado que promove aquecimento das NPM (Castro et al., 2010). Esse
aquecimento vai depender da natureza magnética da NPM bem como da poténcia do campo

magnético e da capacidade de resfriamento do fluxo sanguineo na regido do tumor. Estudos
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com magnetotermocitélise demonstram que a utilizacgdo NPM de magnetitas injetadas
diretamente em tumores de lingua de hamster inibe a proliferacdo da neoplasia e reduza

quantidade de células tumorais (Wada et al., 2003).

2.2.3 Citotoxicidade das NPM

Os beneficios propostos com a utilizacdo das nanoparticulas magnéticas na
biomedicina sdo indiscutiveis. Desta forma, estudos de toxicidade sdo importantes para
avaliar e mensurar o comportamento das estruturas quando em contato com esse
nanomaterial. As NPM, devido ao seu tamanho, sdo capazes de atravessar membranas
bioldgicas, podendo afetar 0 metabolismo celular (Brooking et al., 2001). O comportamento
das estruturas biologicas a exposicdo as NPM diverge, principalmente, devido as
caracteristicas das nanoparticulas utilizadas nos estudos, tais como tamanho inicial, estado de
aglomeracdo, carga, forma, revestimento organico e area de superficie que interferem na
resposta das estruturas bioldgicas a exposicdo ao nanomaterial, dificultando a compara¢do dos
resultados mesmo com particulas semelhantes (Mahmoudi et al., 2009; Soenen & De Cuyper,
2009).

Diversos trabalhos avaliam os efeitos das NPM com o intuito de conhecer a
resposta tecidual e celular apds a exposicao a esta nanoparticula. Por exemplo, a utilizacéo de
NPM para veiculacdo de drogas por via endovenosa expde as células sanguineas aos efeitos
desse nanomaterial. Estudos in vitro simulam esse contato para estimar o comportamento das
células sanguineas na presenca das nanoparticulas magnéticas. Em estudos com eritrcitos
humanos incubados com nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro recobertas com citrato,
dendrimero ou sem revestimento organico, ndo houve alteracdo do contetdo intracelular de
calcio, mas foi observado reducdodo pH celular independente da presenca ou auséncia e do
tipo de cobertura utilizada. Essa reducdo pode estar associada a adesdo das nanoparticulas na
superficie das hemdcias, afetando as proteinas de membrana responsaveis pelo controle do pH
intracelular. O pH intracelular é importante para a atividade celular, como o transporte de ions
e moléculas, entre outros (Moersdorf et al., 2010). Nanoparticulas de magnetita recobertas

com acido citrico ocasionaram hemdlise em estudos com eritrocitos de cdes e equinos
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(Creanga et al., 2009), mas ndo em células de humanos (Moersdorf et al., 2010). Essa
diferenca na resposta pode estar associada & cobertura organica utilizada nas nanoparticulas.
Outro tipo celular presente na corrente sanguinea sdo 0s macrofagos, responsaveis pelo
sistema de defesa do organismo. As linhagens de macrofagos de ratos e humanos
apresentaram reducdo da viabilidade celular ap6s contato in vitro com NPM de ferro
recobertas com DMSA e dextran (Sestier et al., 2002). No entanto, macréfagos provenientes
de conteudo broncoalveolar, liberados apds extravasamento promovido por NPM de
magnetita recobertas com DMSA, mesmo internalizando as nanoparticulas por endocitose,
ndo sofreram alteracdo na sua estrutura morfoldgica e funcional. A variagdo na linhagem dos
macréofagos pode ter relacdo com os diferentes resultados dos estudos (Valois et al., 2010).

Nanoparticulas magnéticas de magnetita quando aplicadas in vivo apresentam a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (Wang et al., 2010). A BHE tem
a funcdo principal de proteger o sistema nervoso central de agentes nocivos que possam estar
presentes na corrente sanguinea. Quando as nanoparticulas atravessam essa barreira, entram
em contato direto com o sistema nervoso central, em especial com as células neurais. A
resposta in vitro em células PC12 (linhagem celular de feocromocitoma, semelhantes aos
neurbnios em fase de diferenciacdo) apds incubacdo com NPM de maghemita recobertas com
DMSA pode ser um indicativo da reacdo dos neurdnios ao contato direto com as NPM.
Mesmo em baixas concentraces de nanoparticulas houve danos a estrutura do citoesqueleto e
reducdo da viabilidade das células PC12, proporcional ao aumento da concentracdo de
nanoparticulas magnéticas. Além disso, a resposta ao fator de crescimento neuronal (GFN),
que estimula a formacdo de axdnios, foi prejudicada nas células incubadas com as
nanoparticulas, enquanto o grupo controle apresentou padrdo de desenvolvimento normal,
com formacdo de axdnios maduros em quantidade e tamanhos esperados. As células PC12
com NPM internalizadas demonstraram menor padrdo de desenvolvimento celular, mantendo
praticamente a estrutura esférica da célula inicial. Uma importante caracteristica dos
neurdnios € a capacidade de os axonios se ramificarem para estabelecer contato com outros
neurdnios, o que é essencial para as conexdes neuromusculares e sinapses, sem essa aptidao
as células neurais in vivo perdem a funcionalidade. A presenca de nanoparticulas no
citoplasma das células PC12, mesmo em baixas concentracdes, reduziu significativamente a
capacidade de ramificacdo dessas células (Pisanic et al., 2007).

Células cultivadas também sdo usadas em estudo in vitro para avaliar os efeitos

das nanoparticulas. Fibroblasto humano em contato direto com diferentes concentracfes de
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nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA por 48 horas foram avaliados quanto a
resposta cito e genotoxica. Observou-se, atraves da microscopia eletrdnica, internalizacdo das
particulas apo6s duas horas de incubacdo, reduzindo levemente a atividade metabolica das
mitocondrias. No entanto, essa queda na viabilidade celular apresentou efeito transiente, ou
seja, ndo houve alteracdes significativas de reducdo da atividade metabolica durante o periodo
de incubacdo. Esse comportamento deve-se, provavelmente, ao fato de as nanoparticulas
estarem dentro de vesiculas de endocitose, 0 que protegeu a célula dos efeitos deletérios.
Nanoparticulas magnéticas em maior concentracdo promoveram o aumento da atividade
metabdlica dos fibroblastos, possivelmente devido a formacdo de aglomerados vesiculares
que ndo permitiram maior contato com os componentes celulares (Limbach et al., 2005). N&o
foi observado resposta genotdxica dos fibroblastos em contato com as NPM, ou seja, nao
houve quebras na cadeia de DNA das células, provavelmente por ndo haver internalizacdo das
particulas pelo nudcleo celular (Auffan et al., 2006). Nanoparticulas recobertas com
alcoolpolivinilico (PVA), mesmo em altas concentracfes, também nédo afetou a viabilidade
celular de fibroblastos. No entanto, a conformacdo das células em cultura foi afetada pela
exposicdo as NMP, apds observacdo em microscopia oOptica e eletronica (Mahmoudi et al.,
2009).

2.2 Caracteristicas estruturais e funcionais do sémen bovino

Um fator determinante para a fecundacéo e desenvolvimento do embrido é a
qualidade espermatica que pode ser comprometida devido a injarias ou defeitos estruturais e
funcionais do espermatozoide (Zhang et al., 1998). Apenas espermatozoides intactos sdo
capazes de interagir com o odcito e produzir um embrido (Walters et al, 2004), por isso é
importante avaliar a célula espermatica em toda a sua estrutura.

O sémen € a suspensdo celular liquida contendo espermatozoides e secrecoes
dos dérgdos acessorios do trato genital masculino. Os espermatozoides sdo produzidos dentro
dos tabulos seminiferos dos testiculos no processo fisiologico denominado espermatogénese
onde ocorrem as divisdes e diferenciagdes das células germinativas primordiais
(espermatogbnias) em espermatozoides. A espermatogénese pode ser dividida em

espermatocitogénese e espermiogénese. Na espermatocitogénese, as espermatogdnias passam
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por proliferagdes mitoticas e divisdes meidticas formando as células hapldides, denominadas
espermatides. Na fase de espermiogénese ocorre o remodelamento celular, com uma série
progressiva de modificagOes estruturais e de desenvolvimento tais como a formacéo da cauda,
condensacdo da cromatina, desenvolvimento do acrossoma e organizacdo das mitocondrias.
Ao final dessa fase, ocorre a transformacdo final das espermétides alongadas que sdo
liberadas para os tubulos seminiferos onde perdem grande parte do citoplasma. Ao final da
formacéo, os espermatozoides sdo liberados para o epididimo para maturacdo até que sejam
ejaculados. A estrutura final do espermatozoide é toda recoberta com membrana plasmatica e
é formada por cabeca, contendo o nucleo, e uma cauda com a estrutura necessaria para a
motilidade espermatica (Figura 3). A estrutura e a dimensdo dos espermatozoides variam de
acordo com a espécie, mas todas tém a mesma funcdo de mover o espermatozoide até o
ovocito e assegurar a liberacdo do material genético para formacgdo de um embrido (Garner &
Hafez, 2004).

CAUDA CABECA

Pega terminal Pega principal Pega intermediaria

Figura 3 Estrutura final do espermatozoide. (disponivel em:
http://php.med.unsw.edu.au/embryology/images/e/ee/Mouse-
spermatozoa EM and _diagram.jpg Acesso em 15/07/2011- modificado)

A cabeca do espermatozoide bovino possui forma arredondada e achatada e é
composta por nucleo e acrossoma. O nucleo é formado por uma massa de DNA condensada,
denominada cromatina, que estd envolta de um envelope nuclear e estabilizada por um
complexo de proteinas denominadas protaminas. O acrossoma localiza-se na extremidade
anterior da cabeca do espermatozoide sob o nlcleo espermatico, esta envolto por uma dupla

camada de membrana acrossomal (MA). Esta estrutura é repleta de enzimas hidroliticas que
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sdo liberadas apds a fusdo da MA com a membrana plasmética do espermatozoide durante a
fecundacdo, com o intuito de permitir a passagem do espermatozoide pela zona pellcia
(Garner & Hafez, 2004).

A cauda ou flagelo espermatico é a estrutura que confere motilidade ao
espermatozoide e é composto de colo e pegas principal, intermediaria e terminal. O colo é a
estrutura de conexao entre a cabeca e a peca intermediaria da cauda. A parte interna do flagelo
é constituida pelo axonema, responsavel pela movimentacdo da cauda, composto por nove
pares de microtubulos dispostos radialmente ao redor dos dois filamentos centrais e recoberto
por uma camada fibrosa que promove estabilidade aos elementos contrateis da cauda (Garner
& Hafez, 2004). A peca intermediaria, localizada imediatamente apds o colo, contem um
ordenamento de mitocondrias em forma de hélice que geram energia para a movimentagédo
espermatica (Manella, 2000). O annulus faz a conexao entre a peca intermediaria e principal,
que se estende até a parte terminal da cauda e é caracterizada pela presenca de uma bainha
fibrosa que recobre o axonema e fornece suporte ao movimento flagelar. Por fim, a peca
terminal, posterior a bainha fibrosa da peca principal, contem o axonema recoberto pela
membrana plasmatica (Garner & Hafez, 2004).

As membranas esperméticas — plasmaticas, acrossomal e nuclear - exercem
papel fundamental na fisiologia do espermatozoide, portanto a integridade desta estrutura é
essencial para o processo de fecundacao (Celeghini et al., 2007). As membranas apresentam-
se em estado liquido e sdo compostas por uma bicamada lipidica, proteinas, glicoproteinas e
glicolipidios e em condicdes de estresse, como a criopreservacdo, essa estrutura pode sofrer
rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso, induzir a excessiva permeabilizacdo ou o
rompimento da membrana. As fungdes da membrana estdo relacionadas ao metabolismo
celular (manutencdo do equilibrio osmético entre 0 meio extra e intracelular), capacitacédo
espermatica, reacdo acrossomal e interacdo do espermatozoide com o odcito (Pefa et al.,
2005).

2.2.1 Avaliacdo da cinética e funcdo espermatica
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A qualidade do sémen utilizado em uma biotécnica reprodutiva € fator relevante para o
sucesso da aplicacdo da técnica, uma vez que o sémen é bastante manipulado e, por isso, deve
ser resistente aos diferentes procedimentos. Submeter a amostra seminal a alteracdes de
temperatura e/ou contato com outras substancias pode promover danos estruturais e
funcionais ao espermatozoide reduzindo sua capacidade fecundante (Celeghini et al., 2007).
Desta forma, é importante a utilizacdo de testes que avaliem as diferentes fungdes
espermaticas (CBRA, 1998), com o intuito de determinar o potencial de fertilidade de uma
amostra seminal ap6s condicdo de estresse, como a exposicdo direta as nanoparticulas
magnéticas.

Para ser capaz de fecundar um ovaocito, o espermatozoide deve apresentar uma
série de modificacBes seqlienciais que somente ocorrem quando as células espermaticas estdo
com suas fungdes e estruturas integras (Graham et al., 1990; Arruda, 2000). A observacdo
laboratorial de uma Unica funcdo espermética ndo permite mensurar adequadamente o
potencial de fertilidade de uma amostra seminal, que depende da funcionalidade de diversos
componentes da célula espermatica (Braundmeier & Miller, 2001). Desta forma, é importante
associar avaliacdes laboratoriais de diferentes funcbes do espermatozoide para determinar o
grau de danificacdo do espermatozoide apds condicdo de estresse e determinar a influéncia
dos danos sobre a sua capacidade fecundante (Maziero et al., 2009).

a) Cinética espermatica e teste de termo-resisténcia

A motilidade e velocidade espermatica sdo importantes para a passagem do
espermatozoide no trato genital da fémea e penetracdo na zona pellcida. Essas caracteristicas
do movimento espermatico, portanto, devem ser avaliadas em uma amostra seminal, podendo
ser um indicativo de infertilidade em machos (Olds-Clarke, 1996). A cinética espermatica
pode ser avaliada percentualmente através do teste de motilidade que avalia a qualidade e
variacdo do movimento espermatico em uma determinada quantidade de sémen (Hafez &
Hafez, 2004). No entanto, existem diversos padrdes de movimento espermatico em uma
amostra de sémen, tais como deslocamento retilineo (movimento progressivo), em circulos,

ou movimentos oscilatorios em um mesmo campo de observacdo (Salviano & Souza, 2008).
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Dentre estes, 0 movimento progressivo é o0 de maior importancia, pois permite o
descolamento espermatico até o gameta feminino (Kumar, 2000). Assim, o percentual de
células com movimento retilineo (motilidade progressiva) deve ser expresso separadamente
do percentual de células méveis (motilidade) (CBRA, 1998).

Os testes de motilidade e motilidade progressiva (MOP) em uma amostra de
sémen podem ser realizados de forma subjetiva ou computadorizada (Graham & Mocé, 2005).
A avaliacdo subjetiva é usualmente utilizada pelo baixo custo e facil realizacdo; € realizada
sob microscopia dptica com uma gota de sémen entre lamina e laminula, estimando-se sua
porcentagem visualmente, a critério do técnico, por isso pode apresentar altos indices de
variacdo (Verstegen et al., 2002; Siqueira et al., 2007).

A utilizacdo de sistemas de avaliacdo computadorizada das caracteristicas
espermaticas aumenta a objetividade e permite maior repetibilidade aos resultados. Para tanto,
softwares de andlise denominados Computer assisted sémen analysis (CASA) s&o utilizados.
Com esse sistema é possivel visualizar e analisar a quantidade de células moveis, além da
velocidade e caracteristica do movimento espermatico através de uma avaliacdo individual
dos espermatozoides (Silva et al., 2009). Além do percentual de motilidade e motilidade
progressiva, 0 sistema também analisa 0s seguintes pardmetros: linearidade (LIN) e
retilinearidade (STR) expressos em percentual; velocidade curvilinear (VCL), velocidade em
linha reta (VAP) e velocidade média do percurso (VSL) expressos em upm/s; além da
frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF) expresso em Hertz (Hz) e amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH) expresso em micrometros (um) (Verstegen et al.,
2002). Sendo que os pardmetros VCL, VAP e VSL quantificam o movimento da célula
espermaética, enquanto STR, LIN, ALH e BCF analisam a qualidade deste movimento (Silva
et al., 2009). As analises de velocidade espermatica sdo expressas pelo CASA através da
analise do trajeto (Figura 4), sendo que a VCL refere-se ao percurso total que a célula
espermatica percorre em um determinado periodo de observacdo; a VSL é o percurso
determinado em linha reta do primeiro ao ultimo ponto de observagédo, enquanto a VAP € a
estimativa do percurso médio que o espermatozoide desenvolveu durante o periodo de
observacdo As analises da caracteristica do movimento da célula espermética estdo
relacionadas com a variacdo do movimento espermatico.Sendo que LIN (VSL/VCL x 100) e
STR (VSL/VAP x 100) sdo estabelecidas como uma propor¢do das velocidades, e BCF e
ALH de acordo com as variagdes dos movimentos da cauda e da cabeca, respectivamente
(Mortimer, 2000).
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Figura 4 Representacdo esquematica das analises de velocidade expressas pelo sistema
CASA em uma trajetoria irregular (Mortimer, 2000)

Existem diversos equipamentos para a avaliagdo computadorizada do sémen
gue podem apresentar variacdes na identificacdo do espermatozoide pela microscopia éptica
do sistema e no software para reconstru¢cdo do movimento espermatico. Basicamente, o
sistema funciona através da selecdo de diferentes campos de leitura contendo espermatozoides
que formam as imagens congeladas e selecionadas para avaliagdo. O processador decodifica o
movimento gerando as informacdes da trajetéria do espermatozoide e quantifica as
caracteristicas do movimento espermatico. Para isso é necessario programar o sistema para
gue somente espermatozoides sejam contabilizados no campo de leitura e para a avaliagao de
acordo com a espécie envolvida na amostra seminal, pois a caracteristica do movimento
espermatico pode diferir entre espécie. No entanto, é importante considerar que existe
variacdo em ejaculados de individuos da mesma espécie e em amostras seminais de um
mesmo individuo, pois 0 sémen é composto de células espermaticas com diferentes niveis de
amadurecimento (Rodriguez & Martinez, 2007). Desta forma, a calibragdo do sistema para
avaliacdo do movimento espermético € importante para evitar variabilidade dos resultados
(Verstegen et al.,, 2002). Ainda assim alguns fatores podem influenciar na avaliagdo do
movimento espermatico, tais como, a presenca de estruturas ndo espermaticas contabilizadas
como espermatozoides, a leitura de aglomerado espermatico como uma unica celula e unido
da trajetoria de dois espermatozoides ap6s colisdo, o que pode alterar os resultados emitidos
pelo sistema (Mortimer, 1997; Arruda, 2000).
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A correlacdo entre 0 movimento espermatico e a fertilidade da amostra seminal
ja foi descrita tanto para avaliagcBes subjetivas (Januskauskas et al., 2000) quanto para
avaliacdes computadorizadas (Farrell et al., 1998; Gillan et al., 2008). Em associacao ao teste
de motilidade pode-se realizar o teste de termo-resisténcia (TTR), como um incremento da
avaliacdo da cinética espermaética. Baseia-se em avaliacdes periddicas de motilidade ao longo
do tempo, avaliando-se a capacidade de manutencdo da movimentagdo espermatica durante
incubacdo por pelo menos duas horas em temperatura de 37° C (Dimitropoulos, 1967), ap6s o
TTR espera-se a manutencdo de pelo menos 15% da motilidade (CBRA, 1998). No entanto,
em amostras descongeladas, pode-se ter uma superestimacdo da fertilidade avaliando-se
somente a motilidade, devido aos danos gerados a membrana espermaética durante o processo
de congelamento, podendo afetar a funcionalidade do espermatozéide (Maxwell & Watson,
1996; Oehninger et al., 2000).

b) Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e do acrossoma

A integridade da membrana plasmatica (MP) esta relacionada com a
sobrevivéncia do espermatozéide e com a manutencdo da sua capacidade de fertilizacdo. A
MP é muito sensivel a modificacbes do ambiente a que o sémen é exposto podendo apresentar
danos estruturais que podem ser avaliados e quantificados através do uso de corantes
supravitais (Hancock, 1952; Wilson et al., 1969), por testes de osmolaridade (Jeyendran et al.,
1984) ou pelo uso de sondas fluorescentes (Rodriguez & Martinez et al., 1997; Arruda et al.,
2002; Celeghini et al., 2007, 2010). Os testes permitem a analise da manutencdo ou perda da
funcdo da membrana apds condicao de estresse. A utilizacdo de sondas fluorescentes tornou-
se recentemente uma importante ferramenta para avaliar a funcionalidade da célula
espermatica (Rodriguez & Martinez et al., 1997). O iodeto de propidio (IP) é largamente
utilizado para avaliar a integridade da membrana plasmatica do espermatozoide, pois somente
penetra nas células com membrana lesada emitindo fluorescéncia vermelha apds ligacéo
especifica com o DNA (Garner et al., 1986, 1994; Graham et al., 1990; Celeghini et al., 2007,
2010). A crescente utilizagdo do IP deve-se a baixa toxicidade comparada ao seu antecessor
brometo de etidio (Celeghini, 2005), a praticidade na preparacdo e aplicacdo da técnica,
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estabilidade e eficiéncia em avaliar a membrana plasmética (Graham et al., 1990; Arruda et
al., 2007). A correlacdo entre a fertilidade e a quantidade de espermatozoides viéveis
expressos pelo teste de integridade da membrana plasmatica é variavel (Rodriguez-Martinez,
2003) podendo existir uma relacdo positiva entre o numero de células viaveis e a taxa de
fertilidade (Tanghe et al, 2002; Januskauskas et al., 2003; Tartaglione & Ritta, 2004) ou ndo
existir uma relacdo direta entre esses dois parametros (Brito et al, 2003). Essa variabilidade
dos resultados ratifica a importancia da utilizacdo de diferentes testes de avaliacdo das
funcbes espermatica em uma mesma amostra seminal, com o intuito final de predizer a
fertilidade e resisténcia do sémen aos procedimentos das biotécnicas.

Outra funcdo essencial do espermatozoide é a capacidade de reagir o
acrossoma, essencial para a fecundacdo. A RA ocorre para que 0 espermatozoide seja capaz
de penetrar o ovocito durante o processo de fecundacdo (Hafez & Hafez, 2004). A
manutencdo da integridade da estrutura acrossomal até o momento da ligagdo com a zona
pellcida é importante para que ocorra a fecundagdo, portanto a ocorréncia prematura de
reacdo acrossomal pode reduzir a fertilidade do sémen (Silva & Gadella, 2006). A
manipulacdo seminal pode promover modificacbes mecanicas na membrana plasmatica,
induzindo a capacitacdo espermatica e, consequentemente, a reacdo acrossomal prematura
(Cormier et al., 1997). Portanto, os testes laboratoriais que analisam a integridade da
estruturado acrossoma sdo importantes para determinar a qualidade e a resisténcia de uma
amostra seminal apds condicdo de estresse. A integridade acrossomal pode ser avaliada por
diferentes técnicas de fluorescéncia como marcadores enzimaticos de acrosina (Palencia et al,
1996) e sondas acidofilicas (Thomas et al., 1997). No entanto, o uso de sondas fluorescentes
associadas a aglutinas tem sido uma técnica bastante empregada na avaliacdo desta estrutura
(Maziero et al., 2009). As aglutininas sdo impermeaveis ao acrossoma intacto, mas quando
ocorre a RA ou a danificacdo da estrutura estas macromoléculas se ligam a glicoproteinas
presentes no acrossoma. Essa ligacdo pode ser analisada em microscopia de fluorescéncia
atraveés da associacao das aglutininas com fluoresceinas, como o isoticianato de fluoresceina
(Farlin et al., 1992; Nagy et al., 2003; Baker et al., 2004). As aglutininas comumente
utilizadas para avaliar a condi¢do do acrossoma sé&o as aglutininas de Psium sativum (PSA),
aglutininas de Arachis hypogaea (PNA), aglutininas de Ricinus Comunis (RCA), ou ainda
aglutininas de Triticum vulgare (WGA) ou Conconavalia ensiformis (ConA) (Cross &
Meizel, 1989; Holden et al., 1990; Baker et al., 2004; Silva & Gadella, 2006). A escolha da

aglutinina pode variar conforme a espécie avaliada, em bovinos utiliza-se sondas com PNA
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ou PSA associadas a isoticianato de fluoresceina (FITC) (Nagy et al, 2003; Celeghini et al.,
2007). A diferenca entre as duas aglutininas é o sitio de ligacdo, o PNA tem especificidade
por glicoproteinas da membrana acrossomal externa e o PSA por carboidratos presentes em
componentes enzimaticos do conteddo acrossomal. Em ambos os casos, a ligacdo da
aglutinina ao contetdo acrossomal e a emissdo de fluorescéncia verde indica reacéo
acrossomal na célula espermatica (Silva & Gadella, 2006). Assim como na avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica, existe uma variacdo de resultados relacionando os testes
de integridade da cromatina a fertilidade seminal (Chan et al, 1996; Gillan et al, 2008).

A associagdo de sondas que tenham afinidades por diferentes estruturas
espermaticas permite a avaliacdo simultanea das diversas funcfes do espermatozoide e é uma
técnica bastante empregada para a avaliacdo mais acurada do sémen (Garner et al, 1986,
1994; Graham et al., 1990; Arruda et al., 2002; Celeghini et al., 2007). Com a associacao de
iodeto de propidio, fluoresceina e aglutininas pode-se avaliar ao mesmo tempo a integridade
da membrana plasmética do espermatozoide e a integridade do acrossoma (Thomas et al,
1997; Nagy et al., 2003), otimizando o tempo de avaliacdo da amostra e melhorando o
prognostico da fertilidade da amostra pela avaliacdo de mais de um parametro espermatico
(Tartaglione & Ritta, 2004).

2.2.2 Avaliacao ultraestrutural da célula espermatica

A avaliacdo da ultraestrutura permite a analise da célula espermatica em uma
proporcao subcelular que ndo é observada em microscopia Optica. Essa avaliacdo é importante
para observar possiveis alteracOes estruturais dos componentes do espermatozoide que
possam ocorrer na escala nanométrica. Nesta escala, as alteracBes somente podem ser
observadas em equipamentos mais precisos, como 0 microscopio eletronico de transmisséo. A
microscopia eletronica de transmissdo (MET) é uma ferramenta utilizada para determinar o
tamanho e a forma das estruturas inorgénicas e bioldgicas baseada na interacdo dos elétrons
incidentes sobre a matéria (Silva, 2010). A utilizacdo da MET como técnica de avaliagdo
espermatica é substancialmente menor que as demais avaliagdes espermaticas, devido

principalmente ao custo operacional da técnica. No entanto é uma técnica de grande
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importancia devido a possibilidade de avaliacdo das estruturas da célula esperméatica em uma
escala muito pequena, favorecendo a visualizagdo de alteragdes ndo observadas por meio dos
testes comuns. Testes de avaliacdo da ultraestrutura dos espermatozoides ja foram realizados
em diferentes espécies de animais tais como cées (Silva et al., 2009), bovinos (Luque & Bao,
2006), caprinos (Hashida et al., 2005), ovinos (Pivko et al., 2009; Silva et al., 2011), galos
(Soares& Belletti, 2006) e jumentos (Crespilho et al., 2006). Os testes possibilitaram a
avaliacdo de modificacBes ultraestruturais apds a manipulacdo do sémen, principalmente no
processo de congelacdo e descongelacdo, que ndo eram observados em testes utilizando
microscopia optica (Hashida et al., 2005,Silva et al., 2009; Silva, et al., 2011).

Portanto, a utilizacdo de avaliacbes laboratoriais que permitam analisar as
funcBes espermaticas associada a avaliacdo ultraestrutural do espermatozoide permite uma
analise da célula espermatica ap0s o contato com diferentes substancias ou apds alteracdes de
temperaturas. Desta forma, é importante utilizar-se destas ferramentas para uma investigacdo
criteriosa do comportamento do espermatozoide ap0s o contato direto com nanoparticulas

magnéticas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho tem por finalidade avaliar os efeitos no sémen bovino de trés
diferentes concentrac6es do fluido magnético composto por nanoparticulas magnéticas a base

de maghemita recobertas por DMSA (acido meso-2,3-dimercaptosuccinico).

Obijetivos especificos

Verificar a capacidade de resisténcia do sémen bovino descongelado ao longo do
tempo apds exposicao ao fluido magnético.

Avaliar os efeitos da exposicdo direta do fluido magnético no sémen ao longo do
tempo sobre a integridade da membrana plasmatica e reacdo acrossomal.

Avaliar a capacidade de incorporacdo da nanoparticula magnética ao sémen e 0s
efeitos da exposicao do fluido magnético na ultraestrutura do espermatozoide apds incubacéo.
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1. RESUMO

VIABILIDADE DOS ESPERMATOZOIDES BOVINOS APOS EXPOSICAO A
NANOPARTICULAS DE MAGHEMITA RECOBERTAS COM DMSA

Denise Ferreira Caldeira’, Carolina Madeira Lucci?
1 Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, UnB/DF; PhD, Instituto de Biologia,
UnB/DF

As nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas nas diversas areas bioldgicas, inclusive na
reproducdo assistida. A resposta espermética apos contato com fluido magnético contendo
nanoparticulas de maghemita recoberta com DMSA foi avaliada com o intuito de determinar a
toxicidade do nanomaterial. Sémen bovino descongelado, ap6s passagem pelo gradiente de
Percoll, foi incubado a 37,5 °C em meio SP-TALP+ (BSA 1,5%) adicionado de fluido
magnético (FM) com concentragdes finais de 0,06, 0,03 e 0,015 mg de Fe/mL. O grupo
controle, sem adicéo de FM, foi incubado apenas com meio SP-TALP+. Durante a incubacéo
avaliou-se a cinética espermatica atraves do sistema CASA a cada 15 minutos durante duas
horas, bem como na terceira e quarta horas de incubacgdo. No inicio da incubacdo (zero hora),
na segunda e na quarta horas também foram avaliadas a integridade da membrana plasmaética
e a reacdo acrossomal por meio da associa¢do de corantes fluorescentes (iodeto de propidio e
FITC-PNA). Ao final do periodo de incubacédo, o sémen remanescente de cada tratamento foi
fixado para analise em microscépio eletrdnico de transmissdo (MET). Observou-se que para
os parametros do CASA, integridade da membrana e reagdo acrossomal ndo houve influencia
da nanoparticula na resposta do sémen ao longo do periodo de incubacédo, independente da
concentracdo utilizada. Na analise da MET ndo foram observados danos ultraestruturais a
células espermatica apds contato com o FM. Também ndo foi observado internalizacdo das
nanoparticulas em nenhum grupo tratado com FM. Desta forma, o FM contendo
nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA pode ser utilizado em contato direto com
0 sémen para o incremento das técnicas de reproducéo assistida, uma vez que ndo ha alteracéo

na fungéo e estrutura espermatica nas condicgdes testadas.

Palavras-chave: Biotecnologia; Toxicidade; Espermatozoide; Nanotecnologia
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2. ABSTRACT

VIABILITY OF BULL SPERMATOZOA AFTER EXPOSURE TO MAGHEMITE
NANOPARTICLE COATED WITH DMSA

Denise Ferreira Caldeira’, Carolina Madeira Lucci?
1-School of Agronomy and Veterinary Medicine, UnB/DF; 2PhD, Biology Institute, UnB/DF

The magnetic nanoparticles can be used in different areas of biology, including assisted
reproduction. The sperm response after exposure to magnetic fluid containing maghemite
nanoparticles coated with DMSA was evaluated in order to determine the toxicity of the
nanomaterial. After passage through the Percoll gradient, frozen-thawed bull semen was
incubated at 37.5 °C in SP-TALP+ medium (1.5% BSA) added to the magnetic fluid (MF)
with final concentrations of 0.06, 0.03 and 0.015 mg Fe/mL. The control group, without MF,
was just incubated with SP-TALP+ medium. During incubation the sperm Kinetic pattern was
assessed using CASA system, the assessments were performed every 15 minutes during two
hours, as well as in the third and fourth hours of incubation. At the beginning of the
incubation (hour zero), as well as in the second and fourth hours the integrity of the sperm
plasma membrane and acrosome reaction were evaluated through the combination of
fluorescent dyes (propidium iodide and FITC-PNA). In the ETM analysis, sperm cells
ultrastructural damage were not observed after exposure to the FM. The uptake of
nanoparticles by the spermatozoa was also not observed in any group treated with MF. Thus,
the MF containing maghemite nanoparticles coated with DMSA can be used in semen in
order to improve the assisted reproduction techniques, since there is no change in sperm
function and structure under the conditions tested.

Key-Words: Biotechnology; Toxicity; Sperm; Nanotechnology



38

3. INTRODUCAO

As nanoparticulas magnéticas (NPM) despertam grande interesse dos cientistas
devido ao tamanho em escala nanométrica (bilionésima parte do metro) e a possibilidade de
manipulacdo a distancia, através do uso de um campo magnético externo (Sung et al. 1994;
Berry & Curtis, 2003).Devido a essas caracteristicas, promissoras possibilidades de aplicacdes
biomédicas das NPM sdo alcancadas in vivo e in vitro (Gao et al., 2009), com destaque para a
vetorizacdo de farmacos (Neuberger et al., 2005; McBain et al., 2008), separacdo celular e de
outros compostos (Gu et al., 2003, Wang et al., 2006), diagnostico por imagem (Halavaara et
al 2002; Billotey et al., 2003) e tratamento de cancer por magnetohipertermia (Tartaj et al.,
2003; Wada et al., 2003).

Apesar de originadas dos mais diversos 6xidos metélicos, as NPM a base de
oxido de ferro apresentam baixo potencial toxico ao organismo quando comparadas a outros
metais (Braz, 2008; Lin et al., 2010). As NPM férricas sdo denominadas nanoparticulas de
magnetita (Fe3O4) ou maghemita (yFe,O3), sendo a ultima de utilizagdo mais frequente devido
ao estado j& oxidado (Mchbain et al., 2008). No entanto, as nanoparticulas mangeéticas para
serem utilizadas nas ciéncias biologicas devem estar associadas a coberturas organicas ou
moléculas, com o intuito de conferir-lhes maior estabilidade, reduzir seu potencial toxico, e
em alguns casos, promover especificidade por um sitio de ligacdo (Salatta, 2004).Dentre as
coberturas orgéanicas, destaca-se 0 uso do DMSA (4cido meso-2,3-dimercaptosuccinico)
devido ao seu baixo potencial toxico (Auffan et al., 2006). Além disso, a utilizacdo de NPM é
facilitada quando estas estdo suspensas em solventes especificos, formando um fluido
magnético que previne a aglomeracdo das nanoparticulas, favorecendo sua aplicacdo em
meios bioldgicos (Lacava, 2009).

Para que possam ser utilizadas em larga escala, testes de citotoxicidade com
NPM séo realizados com o intuito de conhecer o comportamento das estruturas bioldgicas na
presenca desses nanomateriais. Desta forma, observa-se que muitos fatores podem influenciar
a resposta dos testes de citotoxicidade utilizando as NPM, tais como: caracteristicas da
particula (tamanho primario, composicdo, carga elétrica, estado de aglomeracdo), tipo de
cobertura utilizada, tempo de contato com o modelo bioldgico, entre outros (Yang et al.,
2009; Auffan et al., 2009, Mahmoudi et al., 2009). Apesar de as inimeras aplicacGes das

nanoparticulas magnéticas serem promissoras, esses nanomateriais devem ser estudados com
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o intuito de elucidar o comportamento fisioldgico de todas as estruturas envolvidas de acordo
objetivo de sua aplicacao.

Embora o foco principal de utilizacdo das NPM ainda sejam as aplicacdes
terapéuticas e diagnosticas, a expansao de sua utilizacdo ja pode ser observada em areas como
a reproducédo, como na transfeccéo de espermatozoides para producdo de animais transgénicos
(Kim et al., 2010) e em técnicas de separa¢do de espermatozoides apoptoticos (Dirican et al.,
2008). No entanto, pouco se conhece a respeito do comportamento de células espermaticas na
presenca de nanoparticulas magnéticas. Estudos com nanoparticulas de maghemita recobertas
com alcoolpolivinilico (PVA) demonstram que as nanoparticulas séo internalizadas pelo
espermatozoide, sem, contudo, reduzir sua motilidade e sua capacidade de reacdo acrossomal
(Makhlufet al, 2006). No entanto, nanoparticulas a base de ouro reduziram a motilidade
espermatica apds o contato direto do sémen com as particulas (Wiwanitkit et al., 2007).
Portanto, a resposta espermatica a presenca das nanoparticulas ainda ndo é bem conhecida,
sendo necessario 0 uso de testes especificos que avaliem diferentes estruturas e funcbes
espermaticas na presenca ou auséncia de nanoparticulas de forma a determinar se a
capacidade fecundante do espermatozoide é comprometida na presenca das NPM.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos decorrentes da
exposicao a concentracBes crescentes de fluido magnético composto por nanoparticulas de
maghemita recobertas por DMSA na viabilidade dos espermatozoides bovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de sémen

As amostras de sémen congelado (0,5mL) foram adquiridas de uma central de
processamento de sémen animal (ABS Pecplan, Uberaba, Minas Gerais, Brasil) e mantidas
em botijdo criogénico a -196°C até o descongelamento das palhetas para o experimento.

Amostras de trés touros foram utilizadas no presente estudo.

4.2 Obtencao do fluido magnético

O fluido magnético (FM) contendo as nanoparticulas de maghemita revestidas
de DMSA dispersas em meio aquoso com 0,9% NaCl e pH fisioldgico (7,2-7,4)foi produzido
e gentilmente cedido pela Prof. Dr2 Emilia Lima, do Laborat6rio de Quimica da Universidade
de Goiés. O FM continha aproximadamente 16,5 x 10*°nanoparticulas/mL com diametro
médio de 5,3 nm e uma concentragéo de ferro de 17mg/ml.

Para a producdo do FM solugbes aquosas de cloreto férrico e cloreto ferroso
foram misturadas em uma proporcdo molar de 2:1 com solu¢do aquosa de amoénia
concentrada, em uma agitacdo vigorosa. Em seguida, foi adicionada uma solugcdo de DMSA
(0,3 mol/L) em uma razdo molar DMSA/Fe de 11%. O NaCl foi adicionado a suspenséo para
alcancar uma concentracao salina de 0,9% (p/v). O pH foi ajustado para 7,2-7,4 (Braz, 2011).

Para estabilizar as nanoparticulas dispersas no fluido magnético a fim de evitar
a aglomeracdo e manter o didmetro hidrodindmico préximo da solucéo inicial, corrigiu-se a
albumina séria bovina (BSA) do meio SP-TALP(0,1 M de NaCl; 25 mM de NaHCOs3; 3,1
mM de KCI; 0,29mM de NaH,PO,4. 10 mM de HEPES; 0,01mg/mL de Fenol Red; 0,028 M de
Lactato de Sodio; 2,1 mM de CaCl,2H,0; 0,39 mM de MgCl,6H,0; 1 mM de piruvato de
sodio; 0,075mg/mL de amicacina; 0,6% de BSA; 0,01% penicilina/estreptomicina) até uma

concentracdo final de 1,5% (SP-TALP+), conforme estabelecido por Braz (2011). A cada
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repeticdo do experimento diluia-se 7uL. de FM em 933 uL de meio SP-TALP+ para obtencéao
de uma concentracdo final de ferro de 0,12 mg/mL (solucdo de trabalho).

4.3 Processamento do sémen

Para cada repeticdo, trés palhetas de sémen, de um mesmo touro, eram
retiradas do botijdo e imediatamente submersas em agua a uma temperatura de 37,5 °C para
descongelamento. Cortava-se a extremidade da palheta e 0 sémen era despejado em um
Eppendorff® de 1,5mL, para cada palheta o mesmo procedimento era realizado.

Ap6s o descongelamento, cada amostra de sémen era adicionada
cuidadosamente a umEppendorff® contendo 800 pL de gradiente de Percoll, sendo 400uL de
Percoll a 90% e 400 pL de Percoll a 45%. Os Eppendorff® eram entdo centrifugados a uma
velocidade de 9000g por 5 minutos, conforme protocolo descrito por Machado et al. (2009).

Em seguida, os pellets das trés amostras de sémen eram retirados
cuidadosamente do fundo dos Eppendorffs®, ressuspendidos em 1mL de meio SP-TALP+ e
novamente centrifugados por 5 minutos. O pellet produzido era ressuspendido em 420 uL de
SP-TALP+. Desta suspensdo de sémen e SP-TALP+, eram retirados 10 pL para avaliagdo da

concentragdo em camara de Neubauer.

4 AT ratamentos

O experimento foi dividido em quatro tratamentos: grupo controle (sem adi¢éo
de nanoparticulas - CO); grupo de maior concentragdo de NMP (0,06 mg de Fe/ml — G0,06);
grupo de concentracdo média de NMP (0,03 mg de Fe/ml —G0,03) e grupo de menor
concentracdo de NMP (0,015 mg de Fe/ml — G0,015). Para formagdo dos grupos, 100 pulLda
mistura de sémen e SP-TALP+eram misturados em solucéo de trabalho de fluido magnetico
(nos grupos tratados) ou em SP-TALP+em um Eppendorff®, conforme a concentracgao final

de ferro desejada (Tabela 2.1). O volume final de solu¢do em cada tratamento era de 200 pL.
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Tabela 1 Quantidade da suspensdo de sémen, solucdo de trabalho do fluido magnético e
meio SP-TALP+ adicionados para formacdo da solucdo final de 200 pL utilizada em
cada tratamento. Na ultima coluna tem-se a concentracdo de ferro obtida em cada
tratamento.

QUANTIDADE QUANTIDADE -
QUANTIDADE CONCENTRACAO
DA MISTURA DE SOLUCAO

TRATAMENTO DE SP TALP+ FINAL DE Fe
SEMEN+SP-  DE TRABALHO
(ML) (mg/mL)
TALP+ (pL) DE FM (uL)*
CONTROLE 100 - 100 0
G0,015 100 25 75 0,015
G0,03 100 50 50 0,03
G0,06 100 75 25 0,06

*A solucdo de trabalho do fluido magnético foi produzido através da diluicdo de 7 pL de FM em 933 pL
de meio SP-TALP+.

4.5Avaliacdo da cinética e resisténcia espermatica

Para avaliacdo da cinética e da resisténcia espermatica, as amostras dos grupos
foram mantidas em banho-maria a 37°C para avaliacdo periddica da cinética espermatica ao
longo de quatro horas. As analises do movimento espermatico foram determinadas através do
software CASA (lvos-Ultimatel2HamiltonThorne, Beverly, Massachusetts, Estados Unidos
da América).As avaliacdes foram feitas na hora zero (assim que os grupos eram formados) e a
cada 15 minutos durante duas horas, além da terceira e quarta horas de incubagdo.Ao todo,
foram realizadas nove repeticdes para cada tempo avaliado.

Para cada avaliacdo no CASA, as amostras de sémen foram homogeneizadas
para retirar 1uL. de sémen que era depositado em lamina de leitura especifica (Leja® standard
count, SC 20.01.08.B, 20 microns, Nieuw-Vennep, Holanda). As amostras foram avaliadas no
sistema previamente ajustado para analise de sémen bovino. Todos os grupos foram avaliados
em cada tempo.

Os parédmetros de movimentacdo espermatica avaliados pelo programa foram:

motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade de trajeto (um/s), velocidade
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retilinea (um/s), velocidade curvilinear (um/s), amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(um), frequéncia de batimento flagelar (Hz); linearidade (%) e retilinearidade (%).

4.6Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e integridade acrossomal

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmética e acrossomal foi
utilizada uma conjugacéo de isoticianato de fluoresceina e lecitina de amendoim (FITC-PNA)
associado a lodeto de propidio. Para constituicdo da solucdo de trabalho de corante foi
utilizado 20uL da solucédo estoque de FITC-PNA (1mg de FITC-PNA, 1mL de PBS), 10uL
da solugdo estoque de iodeto de propidio (10mg de iodeto de propidio, 10mL de solugéo
fisioldgica), 10uL da solucdo estoque de formaldeido (diluicdo 1:8 de formalina 40% em
solucdo fisioldgica) e 960uL de solucdo estoque de citrato de sédio (3g de citrato de sodio,
100mL de solucdo fisiolégica). A solucdo estoque dos corantes foi mantida congelada em
aliquotas suficientes para utilizacdo em um dia de experimento; a solucdo estoque de citrato
de sodio e de formaldeido foram mantidas refrigeradas a 4°C. Nos dias de realizacdo do
experimento, as aliquotas dos corantes foram descongeladas em temperatura ambiente para
serem adicionadas as soluc@es de citrato de sddio e formaldeido. A solucdo de trabalho do
corante foi mantida em Eppendorff® protegido da luz por papel laminado. Os Eppendorff®
utilizados nas amostras de corante com espermatozoides também foram encobertos com papel
laminado para evitar que a acdo da luz prejudicasse a capacidade do corante.

As avaliagdes foram feitas no momento da formacéo dos grupos (zero hora), na
segunda e quarta horas de incubacdo. Cada amostra era composta por 10uL de sémen diluido
em 30uL da solucdo de trabalho do corante. Uma aliquota de sémen de cada grupo era
retirada do Eppendorff® para adigdo do corante em Eppendorff® separado. As amostras
foram lidas em microscopio de contraste de fase e epifluorescéncia utilizando filtro de
comprimento de onda 494/517 excitacdo/emissdo (AxiophotZeiss, College Station, Texas,
Estados Unidos), no maximo cinco horas apds a adigdo do corante ao sémen. Para a leitura,
10uL da solucéo de sémen com corante foi retirado e colocado sobre uma Iamina e recoberta

com laminula. Foram contados entre 100 e 200 espermatozoides por avaliagéo.
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Quanto a integridade da membrana plasmatica e integridade do acrossoma 0s
espermatozoides foram classificados da seguinte forma (Klinc & Rath, 2007):

a) Membrana lesionada e acrossoma integro: presenca de coloracédo
vermelha na cabeca (corado pelo iodeto de propidio) e auséncia de coloragcdo no acrossoma;

b) Membrana lesionada com acrossoma reagido ou falsa reacdo do
acrossoma: presenga de coloragdo vermelha na cabega e verde no acrossoma (corado com
FITC-PNA);

C) Membrana integra com acrossoma reagido: auséncia de coloracdo na
cabeca e presenca de coloracgdo verde no acrossoma (corado apenas com FITC-PNA).

d) Membrana integra com acrossoma integro: auséncia de coloragdo na

cabeca e acrossoma - visualizado apenas no contrate de fase (Figura 5).

Figura 5 Fotografia do mesmo campo de leitura analisado em contraste de fase (A) e
epifluorescéncia (B). O espermatozoide da esquerda no contraste de fase (A) néo
apresenta-se corado com FITC-PNA ou lodeto de propidio (B) portanto sua membrana
estd integra e ndo ha reacdo acrossomal; O espermatozoide da direita (A) apresenta-se
corado de vermelho com iodeto de propidio na regido da cabeca e de verde com FITC-
PNA no acrossoma (B) denotando que sua membrana apresenta-se lesionada e ha reacdo
acrossomal (Fonte: Carvalho, 2009)
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4.7 Avaliacéo da incorporacao das NPM e da ultraestrutura espermatica

Foi utilizado microscopia de transmissdo eletrénica para avaliar 0s possiveis
efeitos morfologicos nos espermatozoides decorrentes da exposicdo as NPM, bem como a
internalizacdo destas nanoparticulas. Depois de feitas todas as analises (até 4 horas), o volume
de sémen restante em cada tratamento foi fixado separadamente em Karnovisky (2,5%
glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tampéo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2) por 24h em
geladeira. Apos a fixacdo as amostras foram centrifugadas e colocadas em tampéo cacodilato
de sddio (0,1M, pH 7,2). Subsequentemente, as amostras foram pos-fixadas em 1% tetroxido
de 6smio, 0,8% ferricianeto de potassio e 5mM cloreto de célcio, contrastadas em bloco em
0,5% de acetato de uranila, desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e embebidas
em resina Spurr. Os cortes semi-finos foram corados com azul de toluidina para localizagédo
dos espermatozoides. Cortes ultra-finos foram avaliados em microscopio eletrénico de

transmisséo (Jeol 1011, Jeol, Toquio, Japdo).

4.8 Avaliacéo estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas entre os grupos e tempos pelo teste Tukey a um nivel de
significancia fixado em 5%. As avaliacbes foram feitas separadamente para todas as
caracteristicas seminais. Utilizou-se o programa estatistico StatView 5.0 para Windows (SAS

Institute, Cary, Carolina do Norte, Estados Unidos)paras as analises.
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5. RESULTADOS

A concentracdo espermatica média utilizada nos grupos tratados e no controle
foi de 13,44 + 3,12x 10° espermatozoides/mL. A Tabela 2.2 mostra as médias e desvio padréo
de motilidade e motilidade progressiva dos tratamentos ao longo do tempo. Observa-se que
em todos os grupos ha uma reducéo significativa (p<0,05) dos parametros com o aumento do
periodo de incubacdo. No entanto, ndo ha variacdo significativa (p>0,05) entre os tratamentos
no mesmo tempo de avaliacdo (Figura 6).

As demais caracteristicas espermaticas avaliadas pelo sistema CASA
apresentaram comportamento semelhante, ndo havendo influéncia dos tratamentos. Desta
forma, os dados foram agrupados em um Unico grafico, para avaliar o padrdo de
comportamento do movimento da célula espermatica durante o periodo de incubacdo. A
Figura 7 mostra a influéncia do tempo nas caracteristicas qualitativas do movimento
espermatico. Nao héa diferenca significativa ao longo do tempo (p>0,05) para a caracteristica
de STR. Ja4 BCF e ALH apresentam reducdo significativa ao longo do tempo (p<0,05). Para a
analise de LIN observa-se que ha diferenca entre tempos (p<0,05), no entanto ndo ha
diferenca entre o valor médio inicial e o final (ap6s o fim da incubacdo). A Figura 8 mostra a
reducdo da velocidade do deslocamento da célula espermatica observada durante o periodo de
incubacdo do sémen. Os valores médios de VCL, VAP e VSL mostram uma diminuicao

(p<0,05) ao longo do tempo de incubagéo.



Tabela 2 Motilidade e motilidade progressiva de espermatozoides bovinos ao longo do tempo apoés incubagdo com fluido magnético composto

por nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA.

Tempo
(min)6

0

15

30

45

60

75

90

105

120

180

240

co? G0,015° Go,03* GO,06°
Motilidade  Mot. Progressiva Motilidade  Mot. Progressiva Motilidade Mot. Progressiva Motilidade  Mot. Progressiva
73,2 +13,1° 60,2 + 15,4° 76,4+ 6,9° 64,1+6,0° 74,9 +7,3° 55,1 +22,4° 76,1+ 5,2%° 61,9+ 17,5
73,1+ 9,1%° 58,0+ 8,7%° 73,3+7,1° 59,8+6,7°° 71,7+7,6° 57,4+9,8 79,7+ 6,1° 65,1+ 7,9°
65,2 + 13,0 50,4 + 13,4° 69,7 +9,8%° 55,0 + 10,0° 70,1 +10,0%° 54,6 +9,8° 77,8 +9,2%° 63,3 +8,6°
64,3 + 12,4 52,3 + 10,5° 69,4 +6,5°° 54,7 +7,5° 65,2 +9,5%° 51,2 +10,2° 73,9+ 10,3 57,2 £10,5°
61,3 +12,3% 47,8 +13,0°° 65,9 + 8,7 53,0 £9,6° 64,7 +8,9° 51,8 + 10,4° 70,7 + 13,2°° 57,2 + 14,4°
63,0 + 6,8 50,2 + 7,8° 63,1+12,1% 49,3 +11, 3°° 64,6 +12,0°° 50,5 + 12,4° 65,1 + 14,5™ 52,2 + 13,4
58,8 + 13,2° 47,0 + 13,4 63,7+ 13,1 51,7 + 13,5% 63,7 + 10,9° 48,4 +11,7° 65,1+ 17,9% 50,8 + 16,9°°
55,2 +9,0™ 41,2 +8,7%% 60,7 + 10,3 47,4 +12,1°°% 56,1+ 13,4 42,7 +11,9° 60,6 + 16,6™ 45,6+ 16,6™
56,0+ 9,8° 39,9 +10,1°* 55,1 +13,0™ 38,8 +12,8° 55,0 + 14,38 38,6 +13,3° 58,2 +16,9™ 44,7 + 15,7°
40,6+ 13,1 26,8 £8,6™ 40,4 +13,0° 30,4+12,3% 37,0+ 15,7 25,8 +14,3™ 45,6+ 14,6 30,2+ 14,0™
31,8+ 15,7° 23,3+14,5° 32,2 £12,4° 21,8+11,8° 27,0 £15,8° 18,6 + 15,4° 33,0+ 15,3° 22,8+ 16,1°

¢ letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05); Os resultados estdo expressos pela média + desvio padréo; ‘Mot. Progressiva

- motilidade progressiva; “CO — grupo controle sem adi¢o de fluido magnético; *G0,015 — grupo com adi¢&o 0,015 mg/mL de Fe; “G0,03 grupo com adicéo

de 0,03 mg/mL de Fe; °G0,06 — Grupo com adi¢do de 0,06 mg/mL de Fe. ®min-minutos
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Figura 6 Motilidade (A) e motilidade progressiva (B) dos grupos tratados com nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA e do
grupo controle, durante o periodo de incubacdo (240 minutos).Observa-se que para as duas caracteristicas ndo ocorreram variacoes entre
tratamentos (p>0,05); CO — grupo controle sem adicéo de fluido magnético; G0,015 — grupo com adic¢do 0,015 mg/mL de Fe; G0,03 grupo com

adicao de 0,03 mg/mL de Fe; G0,06 — Grupo com adigdo de 0,06 mg/mL de Fe.
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Figura 8 Caracteristicas quantitativas do movimento espermatico (média + erro padrao)
ao longo de 240 minutos de incubagdo em meio SP-TALP+. Em (A) esté representado a
velocidade curvilinear, em (B) a velocidade em linha reta e em (C) a velocidade média do
percurso. **Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Nas andlises de integridade da membrana e reacdo acrossomal, observou-se a
presenca de aglomerados de nanoparticulas magnéticas se encontravam principalmente na
regido da cabeca dos espermatozoides. Nas Figuras 9,10 e 11 estdo representados 0s
resultados do teste de fluorescéncia referentes a integridade da membrana plasmatica e reacao
acrossomal. Os tipos espermaéticos encontrados no teste foram interpretados conforme o
significado fisiologico e foram separados em trés diferentes classes: 1) Espermatozoides
viaveis (espermatozoides com membrana intacta e que ndo apresentaram reacdo acrossomal)
representam a porcentagem em relacéo ao total de células contadas; 2) Espermatozoides com
membrana integra e que sofreram reacéo acrossomal, esta classe representa a porcentagem em
relacdo ao total de células com membrana integra, e 3) Espermatozoides com membrana
lesada, representa a porcentagem de células com membrana lesada (com ou sem reacgdo
acrossomal) em relacdo ao total de células contadas.

Observa-se que ndo ha diferenca entre grupos nos tempos analisados em
nenhuma das classes espermaéticas analisadas (p>0,05). Ap6s 2 horas de incubacdo, observa-
se que todos os grupos reduzem significativamente a porcentagem de células viaveis (Figura
9). Além disso, os grupos CO, G0,03 e G0,06 apresentaram aumento significativo de células
com membrana lesada apds 2 horas de incubacdo (Figura 10). Em relacdo as células com
membrana integra que sofreram reacdo acrossomal, somente G0,03 apresentou um aumento

significativo ap6s 2 horas de incubacéo (Figura 11).
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Figura 9 Viabilidade dos espermatozoides ao longo do tempo de exposicdo as
nanopartlculas de maghemita recobertas com DMSA. Os resultados estdo expressos em
porcentagem #PLetras diferentes em um mesmo grupo representam a diferenca entre
tempos (p<0,05); Barras indicam o desvio padrdo. N&o foi observada diferenga
significativa entre grupos em um mesmo tempo de avaliagdo. CO — grupo controle sem
adicdo de fluido magnético; G0,015 — grupo com adi¢do 0,015 mg/mL de Fe; G0,03
grupo com adicéo de 0,03 mg/mL de Fe; G0,06 — Grupo com adic¢édo de 0,06 mg/mL de
Fe.
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Figura 10 Espermatozoides com membrana lesada ao longo do tempo de exposi¢do as
nanopartlculas de maghemita recobertas com DMSA. Os resultados estao expressos em
porcentagem #PLetras diferentes em um mesmo grupo representam a diferenca entre
tempos (p<0,05); Barras indicam o desvio padrdo. N&o foi observada diferenca
significativa entre grupos em um mesmo tempo de avaliacdo. CO — grupo controle sem
adicdo de fluido magnético; G0,015 — grupo com adicdo 0,015 mg/mL de Fe; G0,03
grupo com adicao de 0,03 mg/mL de Fe; G0,06 — Grupo com adicdo de 0,06 mg/mL de
Fe.
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Figura 11 Espermatozoides com membrana integra e acrossoma reagido ao longo do
tempo de exposicdo as nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA. Os
resultados estdo expressos em porcentagem. *PLetras diferentes em um mesmo grupo
representam a diferenca entre tempos (p<0,05); Barras indicam o desvio padréo.N&o foi
observada diferenca significativa entre grupos em um mesmo tempo de avaliacdo. CO —
grupo controle sem adicdo de fluido magnético; G0,015 — grupo com adicdo 0,015
mg/mL de Fe; G0,03 grupo com adi¢cdo de 0,03 mg/mL de Fe; G0,06 — Grupo com
adicéo de 0,06 mg/mL de Fe.

As imagens de microscopia eletrénica (Figura 12) mostram a formacdo dos
aglomerados de nanoparticulas magnéticas (setas) nos grupos tratados, proximos da regido da
cabeca dos espermatozoides. Observou-se ainda que em todos os tratamentos, grande parte
dos espermatozoides analisados apresentou membrana plasmatica rompida (Figura 13). Nao
foram observadas alteragdes nas estruturas da célula esperméatica em funcdo do tratamento.
Em nenhum dos grupos tratados foi observada a presenca das nanoparticulas no citoplasma

dos espermatozoides, indicando que ndo houve internalizacdo do nanomaterial pela célula.
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Figura 12 Foto da microscopia eletrénica de transmissdo para o grupo CO (A), G0,06
(B), G0,03 (C) e G0,015 (D) apés 4 horas de incubacdo. As setas indicam aglomerados de
nanoparticulas de maghemita proximos a regido da cabeca dos espermatozoides. Ndo ha
evidéncia de internalizacdo das particulas pelos espermatozoides. (ma: membrana
acrossomal; mp: membrana plasmatica; nu: nucleo; cb: cabeca; ca: cauda)
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Figura 13 Foto da microscopia eletrénica de transmissdo de espermatozoidesdo grupo
CO (A) e do grupo G0,03 tratado com nanoparticula de maghemita (B) ap06s 4 horas de
incubacdo.As setas indicam o rompimento de membrana plasmética. (mp: membrana
plasmética; nu: nucleo; cb: cabeca; ca: cauda)
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6. DISCUSSAO

Estudos de toxicidade sdo realizados utilizando-se de testes especificos para
avaliar os possiveis efeitos das nanoparticulas magnéticas nas estruturas bioldgicas. Para a
escolha dos testes utilizados, deve-se levar em consideracdo o tipo celular estudado e sua
funcdo bioldgica (Lewinski et al., 2008). Desta forma, para determinar o efeito das
nanoparticulas magnéticas no sémen é preciso utilizar testes que avaliem a cinética
espermatica e a integridade de suas membranas a fim de estimar se a viabilidade do
espermatozoide (Silva et al., 2009) pode ser afetada pela exposicao as particulas.

O processo de congelamento promove crioinjarias a célula espermatica e,
consequentemente, reduz a motilidade da amostra seminal, podendo afetar a avaliagédo da
viabilidade espermatica. Desta forma, a utilizacdo do gradiente de Percoll ap6s o
descongelamento do sémen é importante para separar as células danificadas das células
viaveis, permitindo uma amostragem mais proxima de um ejaculado in natura. Estudos
utilizando o mesmo tipo de selecdo espermatica utilizada neste experimento mostram que a
motilidade da amostra seminal de bovinos pode aumentar atingindo valores proximos a 80%
apos a ressuspensdo (Carvalho, et al.,2009; Machado et al., 2009). No presente estudo, a
motilidade inicial (zero hora), avaliada apds a passagem pelo gradiente de Percoll, com ou
sem a presenca de nanoparticula, foi semelhante para todos os grupos avaliados, com valores
entre 73 e 76% de células mdveis, corroborando com os valores encontrados na literatura.

Até a primeira hora de incubacdo, ndo houve influéncia do tempo ou do
tratamento na motilidade espermatica. A partir da segunda hora, no entanto, os valores deste
parametro passam a ser prejudicados pelo tempo de incubacdo, ndo havendo diferenca entre
os tratamentos. Makhluf et al. (2006) incubaram sémen bovino com nanoparticula de
maghemita recoberta com PVA e concentracdo de ions de Fe de 7,35 mM. Da mesma forma
0s autores ndo observaram influencia da particula na motilidade espermatica. No entanto,
contrastando com os resultados deste experimento, ndo foi observado reducdo da motilidade
(mantida em torno de 70%) ap6s quatro horas de incubacio em condicdo de capacitacdo. E
importante considerar que a reducéo do percentual de células moveis é esperada apés o TTR,
e é validado como teste de avaliacdo da qualidade da amostra seminal, desde que os valores

de motilidade ndo estejam abaixo de 15% apds a terceira hora de incubacdo (CBRA, 1998).
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No presente estudo, os valores na terceira e quarta hora estiveram em torno de 40 e 30% em
todos o0s grupos, respectivamente. O resultado contrastante de Makhluf et al. (2006) pode ser
devido a forma de avaliacdo da motilidade e ao meio de incubacdo utilizado, 0s quais nao
foram detalhados pelos autores. Wiwanitkit et al. (2007) utilizando solugdo de nanoparticulas
de ouro em contato direto com sémen humano por 15 minutos observaram que 25% das
celulas observadas na amostra com a particula ndo eram mdveis, enquanto o grupo controle
manteve uma motilidade de 95%. A reducdo da motilidade minutos depois do contato com a
particula pode ser devida a auséncia de cobertura organica da nanoparticula que pode ser mais
toxica para as estruturas bioldgicas (Gupta & Gupta, 2005).

A motilidade progressiva também ndo foi influenciada pelo tratamento com a
particula, somente ao longo do tempo observou-se uma reducgdo dos valores deste parametro
de forma semelhante em todos os grupos. Nao hé relatos da influencia das nanoparticulas
sobre a motilidade progressiva e os valores encontrados estdo dentro do esperado para sémen
descongelado (CBRA, 1998). E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho utilizando
analise computadorizada do movimento espermatico ap6s contato com nanoparticulas
magnéticas.

Os demais parametros que caracterizam o movimento espermético analisados
pelo sistema CASA também nado foram influenciados pelo tratamento com as nanoparticulas
de maghemita, por isso os dados foram agrupados para avaliar o padrdo de comportamento do
movimento da célula espermatica durante o periodo de incubacdo. Nota-se que ap0s passagem
pelo gradiente de Percoll os valores de VCL, VAP, VSL, ALH e LIN (Figuras 7 e 8) estdo
altos quando comparados aos valores observados por Carvalho (2009) que utilizou a mesma
técnica de separacdo espermatica e avaliacdo computadorizada (VCL: 4,4 + 0,2 um/s, VAP:
61,6 £ 1 um/s, VSL 61,6 £ 1 um/s, ALH 4,6 £ 0,8 um e LIN 52,9% + 1,4). Esse padrdo
observado no presente experimento corrobora com os valores descritos por Gillan et al.
(2008) para espermatozdéide hiperativado. A hiperativacdo € uma consequéncia do processo de
capacitacdo espermaética e o seu papel fisioldgico pode ter relagdo com a liberacdo do
espermatozoide das reservas do epitélio uterino ou, ainda, com a impulsdo do espermatozoide
para ultrapassar as células do cumullus. Essa alteragdo ocorre apds um aumento de fluidez da
membrana plasmatica do espermatozoide em consequéncia da perda de moléculas de
colesterol. A albumina promove a extracdo do colesterol da membrana plasmatica, através do

deslocamento de fosfolipideos e rearranjo da arquitetura celular, exercendo um importante
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papel no processo de capacitacdo e, consequentemente, promovendo a hiperativacéo
(Mortimer, 1997). Suarez & Osman (1987) observaram que a adi¢do de albumina aos meios
de cultivo espermatico induziu a hiperativacdo dos espermatozoides de ratos. Desta forma,
acredita-se que a adicdo de albumina ao meio SP-TALP, para atingir a concentracédo de 1,5%,
com o intuito de promover a estabilizagdo da nanoparticula (Braz, 2011), desencadeou a
hiperativacdo das celulas esperméticas observada atraves dos pardmetros do CASA. Deve-se
considerar, no entanto, que esse processo ndo é desejavel apos o descongelamento, uma vez
que a hiperatividade deve ocorrer proximo ao local de fertilizacdo. Portanto, essa ativacao
precoce pode reduzir a vida Util do espermatozoide e, consequentemente, reduzir a capacidade
fecundante da amostra seminal (Silva et al., 2009).

A viabilidade da célula espermatica também deve ser analisada através da
integridade de sua estrutura e da manutencdo de suas fungdes. No presente estudo, os dados
fornecidos pela associacdo de corantes fluorescentes permitiram a determinacdo de um grupo
de células viaveis, uma vez que mantiveram a membrana plasmatica integra e ndo sofreram
reacdo acrossomal (processo que deve ocorrer apenas no momento da fecundagdo). A
viabilidade do espermatozoide é importante para a manuten¢do da sua capacidade de fecundar
um ovocito. Observou-se que o tratamento com a nanoparticula ndo influenciou a
porcentagem de células vidveis. Somente sendo observada diferenca significativa ao longo do
tempo dentro de um mesmo tratamento. Essa queda na porcentagem de células viaveis,
juntamente com a reducdo da motilidade da amostra, é esperada devido ao processo de
incubacdo a que o sémen foi submetido, tanto que 0 mesmo padrdo também foi observado no
grupo controle sem contato com as NPM de maghemita. Kim et al. (2010) observaram que a
capacidade fecundante dos espermatozoides apds exposicdo as NPM ndo foi afetada. Os
autores incubaram o espermatozoide com nanoparticulas magnéticas a base de 6xido de ferro
para posterior fertilizacdo in vitro com o intuito de incorporacdo do gene exdgeno para
producdo de animais transgénicos. A producdo do embrido transgénico apés a utilizacdo da
nanoparticula como carreadora de DNA exdgeno demonstra que a NPM néo influencia a
capacidade fecundante do espermatozoide. No presente estudo, os resultados obtidos para
cinética espermatica e integridade de membrana sugerem que a viabilidade espermatica
também foi mantida apos incubacdo com a nanoparticula.

Estudos in vitro com diversos tipos celulares diversas também sdo comumente

utilizados para avaliar o potencial toxico das nanoparticulas, levando-se em consideracdo o
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efeito do nanomaterial na viabilidade celular. Auffan et al. (2006) relatam o efeito das
nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA na viabilidade de fibroblasto humano
avaliada através de testes da integridade da funcdo mitocondrial. Em concentracdo semelhante
a deste experimento, foi observada a reducdo da viabilidade celular na segunda e quarta horas
de incubacgéo néo sendo observada na sexta hora e com aumento da atividade mitocondrial na
242 e 48?2 horas. Os autores relacionaram esse comportamento ao processo de internalizacéo
das nanoparticulas pela célula, que pode promover uma reducdo da atividade dos
componentes celulares a fim de evitar os efeitos deletérios do contato com a particula.
Embora nédo tenha sido relatado, € possivel que o aumento da atividade mitocondrial possa ter
relacdo com a proliferacdo dos fibroblastos no meio de cultivo. Os efeitos das NPM de
maghemita recobertas com DMSA também ja foram estudados apds o contato com diferentes
linhagens de macrofagos. Sestier et al. (2002) utilizaram linhagem de macrofago humano e de
ratos e observaram maior queda da viabilidade na linhagem do roedor que na linhagem
humana, em ambos os casos o efeito foi dose-dependente. No entanto, para macrofagos do
conteddo bronco-alveolar de ratos (tratados com NPM por via endovenosa) ndo foi observado
efeito toxico da particula mesmo apds comprovada a internalizacdo pela célula (Valois et al.,
2010). Os autores relacionaram essa diferenca de comportamento apds contato com as
particulas com a diferenca na linhagem celular utilizada nos experimentos. Outro estudo, com
linhagem de célula PC12 observou-se que NPM de maghemita recoberta com DMSA reduz a
viabilidade e aumenta a morte celular & medida que a concentracdo da particula e o tempo de
exposicdo aumentam. Além disso, houve reducdo da resposta da célula na extensdo de
neuritos ap6s estimulo com fator de crescimento neuronal (NGF), demonstrando que a
particula afeta a funcionalidade e a estrutura celular (Pisanic et al., 2007). E possivel perceber
que avaliacBes utilizando o mesmo tipo de NPM e cobertura organica acarretam diferentes
padrdes de respostas em relacdo a viabilidade celular. Deve-se considerar, ainda, que o
espermatozoide é uma célula estrutural e funcionalmente atipica quando comparada as demais
linhagens celulares, dificultando a comparacgdo dos resultados. Além disso, as caracteristicas
intrinsecas da nanoparticulas, tais como tamanho primario, forma, carga elétrica,
concentracdo, estado de oxidacdo, area de superficie e estado de aglomeragdo podem afetar a
resposta das células a presenca das NPM, afetando os resultados e a comparacdo dos estudos,
mesmo com particulas semelhantes (Mahmoudi et al., 2009; Auffan, et al., 2009).
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Outra importante funcdo do espermatozoide é a reacdo acrossomal. Este
processo deve ocorrer apenas no momento da fecundagdo (Garner & Hafez, 2004), mas é
importante avaliar se essa funcdo espermatica é afetada pelo contato com a nanoparticula.
Observou-se no presente experimento que nao houve influéncia das nanoparticulas de
maghemita recobertas com DMSA no percentual de células com reagdo acrossomal. Para
avaliar a integridade dessa funcdo espermatica ap6s contato com NPM de maghemita
recobertas com PVA, Makhluf et al. (2006) induziram a RA em espermatozoides bovinos
incubados com as nanoparticulas. Os autores relatam que o grupo tratado com a NPM
apresentou quantitativo de células reagidas semelhante ao grupo néo tratado e inferindo, com
o resultado, que as NPM ndo afetam os receptores espermaticos relacionados a esta funcgéo.

Através das imagens de microscopia eletronica observou-se maior incidéncia
de aglomerados de NPM proximos a regido da cabeca do espermatozoide, essa tendéncia
também foi observada na microscopia de epifluorescencia/contraste de fase. Esse mesmo
padrdo foi descrito por Makhluf et al. (2006) e Wiwanitkit et al. (2007), mas em ambos 0s
casos 0s autores afirmam que os aglomerados também se concentravam na regido da cauda.
Essa aglomeracdo na regido da cabeca pode ser devido a presenca do nucleo do
espermatozoide neste local, uma vez que pode haver uma tendéncia de aglomeracdo de NPM
no nucleo celular (Pisanic et al., 2007).

A internalizacdo de nanoparticulas ndo foi observada nas imagens de
microscopia eletrénica. Makhluf et al. (2006), em contrapartida, relatam que apds 1,5h de
incubacdo as NPM de maghemita com PVA foram internalizadas pelos espermatozoides
sendo que parte das particulas estavam associadas a organelas presentes no citoplasma. Os
autores afirmam que a internalizacdo das particulas pelo espermatozoide pode ocorrer através
do mecanismo de endocitose de fase fluida (pinocitose), que carreia liquidos e particulas
diluidas para o meio intracelular (Karp, 2005). A pinocitose das NPM pelo espermatozoide
pode ser favorecida com o uso do PVA como revestimento das NPM (Makhluf et al. 2006).
Desta forma, o0 DMSA utilizado no presente experimento pode ter efeito contrario ao PVA,
ndo favorecendo o processo de internalizacdo das NPM. No entanto, a presenga
intracitoplasmatica de nanoparticulas recobertas com DMSA ja foi descrita em macréfagos
(Valois et al., 2010), linhagem de células de feocromocitoma (Pisanic et al., 2007) e

fibroblastos (Auffan et al., 2006). Portanto, o processo de internalizagdo pode ter relacdo tanto
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com o revestimento orgénico, quanto com as caracteristicas quimicas e fisicas das
nanoparticulas utilizadas (Wilhelm et al., 2003).

N&o foi observado alteracfes ultraestruturais na célula espermaética apdés o
contato com nanoparticulas magnéticas. Ao contrario, Wiwanitkit et al. (2007) relatam que a
exposicdo do sémen humano as nanoparticulas de ouro promove alteragdes na ultraestrutura
da célula espermética. Como dito anteriormente, a auséncia de cobertura biocompativel pode
ter relacdo com a degradacdo celular descrita pelos autores. As imagens de microscopia
eletrobnica mostram ainda que em todos os grupos, tratados ou ndo com NPM, grande parte
das células apresentaram membranas rompidas. No entanto, deve-se considerar que as
amostras para avaliacdo ultraestrutural foram retiradas ap6s quatro horas de incubagdo, sendo
esperado esse tipo de alteracdo. Além disso, o teste de integridade de membrana mostra
estatisticamente que ocorre um aumento de células com membranas lesadas na quarta hora de

incubacéo.
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7. CONCLUSAO

A exposicao espermaticas ao fluido magnético composto por nanoparticulas de
maghemita revestidas com DMSA nas concentragdes 0,015 mg de Fe/mL, 0,03 mg de Fe/mL
e 0,06 mg de Fe/mL ndo afeta a cinética espermatica de espermatozoides bovinos avaliada
pelo sistema CASA, ndo exerce influéncia na quantidade de espermatozoides viaveis e de
espermatozoides com reacdo acrossomal e ndo acarreta lesdes ultraestruturais. Em nenhuma
das concentraces mencionadas foi observada a internalizacdo das particulas pelos

espermatozoides.

7.1 Consideracdes finais

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas pode ser ampliada para as mais
diversas areas das ciéncias, tais como a reproducado assistida. Pode-se utilizar essa tecnologia
em técnicas mais elaboradas, como a transfec¢do de genes guiadas por espermatozoide para
producdo de animais transgénicos e em técnicas mais simples como a separacdo espermatica.
O presente estudo possibilitou avaliar o efeito de nanoparticulas sobre células espermaticas
através de testes que auxiliam na mensuracdo da manutencdo da capacidade fecundante de
uma amostra seminal apds a exposicdo ao nanomaterial. As nanoparticulas de maghemita
revestidas com DMSA dispersas em fluido magnético ndo exerceram influencia nas
caracteristicas seminais de motilidade e integridade de estruturas e funcbes, bem como nao
acarretou lesdes ultraestruturais a célula espermatica. Além disso, nas condicGes do
experimento as nanoparticulas ndo foram internalizadas pelo espermatozoide. Desta forma, o
fluido magnético composto por nanoparticulas de maghemita revestidas com DMSA podem
ser utilizados diretamente em amostras seminais nas diversas biotécnicas reprodutivas uma

vez que ndo afetam o potencial fecundante do espermatozoide.
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