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RESUMO

A expansdo da industria pesqueira aliado a maior demanda por pescados
processados tem contribuido para a geracdo de quantidades significativas de
subprodutos, que pode atingir até 80% da producdo, dependendo do nivel de
processamento industrial e tipo de pescado. Dos produtos pesqueiros, podem ser
obtidas uma variedade de moléculas bioativas com amplo potencial de aplicabilidade,
como a quitosana. Com isso, a presente tese objetivou produzir derivados
hidrossollveis de quitosana, a partir de subprodutos da inddstria pesqueira, com
potenciais aplicacdes biotecnolégicas. Os derivados de quitosana foram
caracterizados e a citotoxicidade, atividade antioxidante, atividade antibacteriana e
seus efeitos na criopreservacao de sémen foram avaliados in vitro. Quitosana foi
obtida a partir de cabecas do camardo Litopenaeus vannamei e derivatizada
guimicamente para a formacdo de quitosana carboximetilada, quitosana sulfada,
quitosana carboximetilada-sulfatada, quitosana-glicose, quitosana-glicosamina e
quitooligosacarideos. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), ressonancia magnética nuclear de H' e C*3 e andlise elementar comprovaram
as modificacbes estruturais realizadas. As quitosanas nao apresentaram
citotoxicidade nas linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de laringe,
carcinoma mucoepidermoide de pulméo, cancer de mama e leucemia promielocitica
aguda; a atividade antioxidante se mostrou variavel entre as amostras, exibindo
capacidade de sequestro do radical 1,1- difenil-2- picrilhidrazil (DPPH) entre 44,93 e
100 %, potencial redutor entre 0,17 e 1,32 e atividade quelante de ions ferrosos entre
5,1 e 90,12 % na concentracdo de 10 mg/mL; e atividade de inibicdo contra bactérias
Gram-positivas e Gram- negativas. O efeito das quitosana produzidas na
sobrevivéncia e funcionalidade de espermatozoides submetidos as condi¢cdes
armazenamento sob refrigeracdo a 5 °C foi investigado. Os derivados de quitosana
promoveram desempenho melhorado nos parametros de cinética espermatica,
integridade de membrana plasméatica e acrossomal, estabilidade e viabilidade celular.
Os resultados obtidos no presente estudo podem ser usados como precursores para
a geracao produtos funcionais de alto valor agregado com potencial para contribuir na
eficiéncia dos atuais procedimentos de criopreservacdo de sémen, além de

proporcionar avangos nas biotecnologias aplicadas a reprodugéo.



Palavras-chave: Antioxidante. Criopreservacdo. Espermatozoides. Litopenaeus

vannamei. Quitosana. Subprodutos.



ABSTRACT

The expansion of the fishing industry coupled with the increased demand for
processed fish has contributed to the generation of significant quantities of by-
products, which can reach up to 80% of production, depending on the level of industrial
processing and type of fish. From fish products, a variety of bioactive molecules with
broad application potential can be obtained, such as chitosan. Thus, the present thesis
aimed to produce water-soluble chitosan derivatives, from by-products of the fishing
industry, with potential biotechnological applications. Chitosan derivatives were
characterized and cytotoxicity, antioxidant activity, antibacterial activity and their
effects on cryopreservation of semen were evaluated in vitro. Chitosan was obtained
from shrimp heads Litopenaeus vannamei and chemically derivatized for the formation
of carboxymethylated chitosan, sulfated chitosan, carboxymethylated-sulfated
chitosan, chitosan-glucose, chitosan-glucosamine and chito-oligosaccharides. Fourier
transform infra-red spectroscopy (FTIR), Hand C?2 nuclear magnetic resonance and
elemental analysis proved the structural modifications performed. The chitosan did not
present cytotoxicity in human tumor cell lines of laryngeal carcinoma, mucoepidermoid
carcinoma of the lung, breast cancer and acute promyelocytic leukemia; the
antioxidant activity showed to be variable between the samples, showing the capacity
of sequestration of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) between 44,93 and
100% radical, reducing potential between 0.17 and 1.132 and chelating ferrous ions
between 5.1 and 90.12% at the concentration 10 mg /ml; and inhibition activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria. The effect of chitosan produced on the
survival and functionality of spermatozoa subjected to storage conditions under
refrigeration at 5 °C we investigated. The chitosan derivatives promoted better
performance in the parameters of sperm kinetics, plasma and acrosomal membrane
integrity, cell stability and viability. The results obtained in the present study can be
used as precursors for the generation of high value-added functional products with the
potential to contribute to the efficiency of current semen cryopreservation procedures,

as well as to provide advances in biotechnologies applied to reproduction.

Keywords: By-products. Antioxidant. Cryopreservation. Spermatozoa. Litopenaeus

vannamei. Chitosan. Processing waste.
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1 INTRODUCAO

A producé@o mundial dos pescados tem registrado um crescimento nos ultimos
anos e as perspectivas para a préxima década € que ela continuara se expandindo.
Os paises asiaticos lideraram a producao em ambito global, enquanto os paises em
desenvolvimento tém desempenhado um papel crescente no setor, dentre eles, o
Brasil que deve se converter na quarta poténcia aquicola mundial até 2025 (FAO,
2016).

A industria da pesca, como toda atividade econbmica, tem a finalidade de
transformar recursos naturais em produtos de valor para a sociedade, produzindo,
inevitavelmente, subprodutos originados do processamento de pescados
(NASCIMENTO, 1998). Dessa forma, anualmente, dependendo do nivel de
processamento e tipo de pescado, quantidades significativas de subprodutos formado,
principalmente, por cabeca, pele, intestino, barbatanas e cauda de peixes, bem como
cabeca, exoesqueleto e cauda de crustaceos séo geradas anualmente (CORREA et
al., 2012; FAO, 2016).

Os subprodutos pesqueiros foram, por muito tempo, considerados pelo
mercado como “menos nobre” e um problema a ser descartado, no entanto,
recentemente, tem havido uma tendéncia de conscientizacdo para seus aspectos
econOmicos, sociais e ambientais. Eles tém sido reconhecidos e aproveitados por
serem constituidos de moléculas bioativas com amplo potencial de aplicabilidade nos
diversos setores, tais como: agricola, alimenticio, farmacéutico, cosmético, biomédico,
construcéo civil e biotecnoldgico (BEZERRA, 2015; VALLE et al., 2015; BHAGWAT,;
DANDGE, 2016).

Uma das principais biomoléculas que podem ser obtidas a partir dos rejeitos do
processamento de crustaceos é a quitosana, polissacarideo pseudo-natural, que tem
recebido consideravel atencdo para aplicacbes promissoras, por apresentar
caracteristicas e propriedades, como: baixa toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioadesiva, analgésica, antitumoral, hemostéatica, antimicrobiana
anti-angiogénica, anti-inflamatéria e cicatrizante (XIA, 2003; COSTA SILVA et al.,
2006; MUZZARELLI, 2009; WIJESEKARA et al., 2011).

No entanto, uma das limitacdes tem sido sua solubilidade limitada ao meio
acido. Diante disso, estudos tém sido desenvolvidos atravées de modificacdes

guimicas em sua estrutura, de forma a torna-la solivel em meio neutro, proximo ao
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pH fisiologico, o que amplia consideravelmente a sua gama de aplicacdes
(PRASHANTH; THARANATHAN, 2007; RONCAL et al., 2007; KANATT et al., 2008;
ZHANG et al., 2010).

Apesar da quitosana e seus derivados hidrossollveis terem sido estudados e
empregados em uma variedade de propdsitos nos mais diferentes setores, como:
farmacéutico, biomédico, cosmético, alimenticio, constru¢do civil, agricola, téxtil,
oftalmoldgico e biocombustiveis, ainda sdo escassos os conhecimentos acerca das
suas possibilidades e funcionalidades nas biotecnologias aplicadas a reproducéo,
como na criopreservacao do sémen.

Dessa forma, este projeto identifica a oportunidade de aproveitamento de
subprodutos do processamento de pescados, material abundante e de baixo custo,
através de um método de recuperacdo reproduzivel em escala industrial, para a
obtencdo de derivados hidrossolUveis de quitosana, e traz uma nova abordagem
biotecnoldgica para estas biomoléculas, que possuem uma variedade de atributos e

propriedades benéficas reconhecidas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Produzir derivados hidrossollveis de quitosana, a partir de subprodutos da

indUstria pesqueira, com potenciais aplicacdes biotecnoldgicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Obter quitosana hidrossolluvel através de derivatizacdo quimica, a partir de
cabecas do camaréo Litopenaeus vannamei;

b) Caracterizar quimicamente as quitosanas atraves de espectroscopia de
infravermelho (FT-IR), ressonancia magnética nuclear (C'* e H!) e andlise
elementar;

c) Avaliar a toxicidade das quitosanas em linhagens de células;

d) Analisar a atividade antioxidante das quitosana,

e) Determinar a atividade antibacteriana dos derivados produzidos;
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f) Investigar o efeito das quitosanas na sobrevivéncia e funcionalidade de
espermatozoides submetidos as condicdes de armazenamento sob
refrigeracao;

g) Desenvolver um protocolo de criopreservagéo do sémen, envolvendo o uso de
guitosana hidrossolavel como suplemento em diluente para a preservacao do

sémen.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS DA PRODUCAO PESQUEIRA
MUNDIAL

A pesca e a aquicultura representam, para centenas de milhdes de pessoas ao
redor do mundo, importantes fontes de alimentacéo, nutricdo, renda e meios de
subsisténcia. Nas duas ultimas décadas, o crescimento na producdo aquicola tem
impulsionado o consumo de pescados a nivel global. Em 2014, a contribui¢do do setor
da aquicultura para o abastecimento de pescado para consumo humano ultrapassou
pela primeira vez a pesca por captura na natureza, com uma produgéo mundial 73,8
milhdes de toneladas, enquanto que a aquicultura para consumo humano foi de 93,4
milhdes de toneladas (Figura 1) (FAO, 2016).

Figura 1 - Passado, presente e futuro da producéo global da pesca extrativa e aquicultura
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Fonte: FAO (2016).

O peixe continua a ser um dos produtos alimentares mais comercializados,
seguido pelo grupo dos crustaceos, e mais da metade das exportacdes, em valor, séo
originarias dos paises em desenvolvimento. Nestes paises, 0 comércio da pesca tem
importante papel na economia, como fonte geradora de renda, emprego, seguranga
alimentar e nutricdo, em tdo alto grau que, recentemente, suas receitas liquidas de

exportacao (exportagdes menos importagdes) atingiram niveis superiores ao de outros
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grandes commodities agricolas, tais como carne, tabaco, arroz e agucar (Figura 2)
(FAO, 2016).

O comércio pesqueiro € amplamente conduzido por demanda dos paises
desenvolvidos, como a Unido Europeia, Estados Unidos da América e Japao, que sao
altamente dependentes das importacdes para satisfazer seu consumo interno.
Enquanto que a China é, atualmente, o principal produtor e exportador de pescado,
seguido pela Indonésia (FAO, 2016). Segundo o quadro geral dos atuais fluxos
comerciais de pescado entre continentes, a Ameérica Latina e a regido do Caribe
constituem uma rede sélida exportadora de pescado, assim como os paises da Asia
(FAO, 2016).

Figura 2 - Exportacgéo liquida de commodities agricolas pelos paises em desenvolvimento
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Fonte: FAO (2016).

2.1.1 Producdo brasileira

O Brasil detém a 142 maior producdo aquicola do mundo, de acordo com a
Organizagcédo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e a Agricultura (FAO), situando
em um patamar semelhante ao de paises com tradicdo no setor, como Chile, Vietna
e Noruega. A aquicultura brasileira apresentou crescimento de 123% entre 2005 e
2015, passando de 257 mil para 574 mil toneladas de pescado. Esse incremento na
producdo ocorreu devido a chegada de novas empresas (entrada de
empreendimentos privados de maior porte), rapida profissionalizacéo e intensificacdo

tecnologica. As mudancas no padrdo de consumo e o aumento da demanda por
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pescado no mercado nacional tem sido os principais motivos para esse investimento
no setor, que tem registrado taxas de crescimento anuais superiores a 10% no mesmo
periodo (EMBRAPA, 2016).

De acordo com dados coletados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2016), a producado de peixes de agua doce é a principal categoria
dentro da aquicultura brasileira, respondendo por 84% da producédo aquicola do pais.
A aquicultura marinha responde por apenas 16% da producao total, sendo composta
pela carcinicultura (12%) e pela producgéo de ostras, vieiras e mexilhdes (4%). Entre
as especies de peixe, a tilapia (Oreochromis niloticus) e o tambaqui (Colossoma
macropomum) respondem por 62% da producao nacional. E, dentre as espécies mais
cultivadas na carcinicultura, o camaréo cinza (Litopenaeus vannamei) assume o papel
de destaque. O camaréo cultivado ocupa o 2° lugar da pauta das exportagcdes do setor
primario do Nordeste, com um total de producdo de 562,5 mil toneladas. Atualmente,
o Brasil é o0 6° maior produtor de crustaceos no ranking mundial.

O relatorio do Estado Mundial da Pesca e Aquicultura (2016) estima que a
producdo mundial total da pesca (captura mais aquicultura) se expandira atingindo
196 milhdes de toneladas em 2025. Isso significa que o mundo vai produzir 29 milhées
de toneladas a mais de pescado do que o periodo compreendido entre 2013 a 2015 e
guase todo esse aumento vai ocorrer nos paises do Caribe, América Latina e América
do Sul, por meio da aquicultura. Dessa forma, embora os paises asiaticos continuem
a liderar a producdo em ambito global, a préxima década sera caracterizada por um
papel crescente dos paises em desenvolvimento nas exportacfes, particularmente o
Brasil, que deve registrar um crescimento de 104% na producédo, como resultado dos
investimentos no setor nos Ultimos anos. Segundo estudo realizado, o Brasil podera
se converter na quarta poténcia aquicola mundial e a carcinicultura brasileira também

ocupara lugar de destaque no cendario projetado (EMBRAPA, 2016).

2.2 TENDENCIAS DO MERCADO DA PESCA E GERACAO DE SUBPRODUTOS

O comércio da pesca esta se tornando mais complexo, dindmico e altamente
segmentado. As industrias tém diversificado a forma como os seus produtos sdo
comercializados, com pescados cada vez mais processado na forma de filés e outros
coprodutos. Essa tendéncia foi motivada pela mudanca nos padrées de consumo do

mercado que esta mais exigente e tem procurado os beneficios de uma dieta saudavel
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aliada a praticidade (CAHU, 2014). Hoje em dia, encontra-se uma ampla variedade de
produtos preparados a partir de pescado processado: frescos, congelados,
empanados, defumados ou enlatados, dependendo do commodity e do valor de
mercado.

A tendéncia para um maior processamento de produtos da pesca dentro da
cadeia de abastecimento tem gerado quantidades significativas de produtos
secundérios, que pode constituir até 80% da producdo, dependendo do nivel de
processamento industrial e tipo de pescado. Estes produtos resultantes, geralmente,
nao sao colocados a venda no mercado devido a baixa aceitacdo do consumidor ou
porque as regulamentacdes sanitarias restringem seu uso (FAO, 2016). Os
subprodutos pesqueiros sao constituidos, principalmente, por cabeca, pele, intestino,
barbatanas e cauda de peixes, assim como cabeca, carapaca e cauda de crustaceos
(CORREA et al., 2012).

2.3 SUBPRODUTOS PESQUEIROS COMO FONTE DE BIOMOLECULAS DE
ALTO VALOR AGREGADO

Os subprodutos gerados pelas industrias de processamento de pescados
foram, por muito tempo, considerados de baixo valor e um problema para ser
descartado. Entretanto, nas ultimas duas décadas, tem havido uma crescente
conscientizacdo sobre 0s aspectos econdmicos, sociais e ambientais de seu uso
otimizado (MAJETI; KUMAR, 2000; BEZERRA et al., 2005; AZEVEDO et al., 2007;
SANTOS et al., 2012; GHALY et al., 2013; SILVA et al., 2014; CAHU et al., 2017).
Pois, constituem uma rica fonte de biomoléculas de valor agregado (GHALY et al.,
2013; BEZERRA, 2015), onde dos subprodutos do processamento de crustaceos
podem ser extraidos: proteinas e pigmentos carotenoides para usos na industria
farmacéutica e alimenticia; glicosaminoglicanos com aplicacbes nos campos de
biotecnologia, biomedicina e farméacia (CHAVANTE et al., 2014); e quitina e quitosana
gue possuem uma variedade de usos, tais como: tratamento da agua, cosmeéticos,
alimentos e bebidas, aditivos agricolas e farmacos (MAJETI; KUMAR, 2000;
RINAUDO, 2006; AZEVEDO et al., 2007; CAHU et al., 2014; CAHU et al., 2017).

2.4 QUITOSANA



22

2.4.1 Estrutura, fontes e métodos de obtencéao

A quitosana é um heteropolimero pertencente ao grupo dos polissacarideos. E
constituida por unidades repetitivas de um dissacarideo formado por 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D glicopiranose (sendo este ultimo
encontrado em maior propor¢cao na cadeia polimérica), unidos por ligacao glicosidica
do tipo B (1—4) (CAMPANA-FILHO. et al., 2007).

Embora a quitosana possa ser encontrada naturalmente na parede dos fungos
dos géneros Mucor e Zygomicetes, sua maior fonte disponivel é a partir do processo
de desacetilacdo da quitina, biopolimero abundante na matriz da estrutura esquelética
de invertebrados, como artropodes, anelideos, moluscos, celenterados, em algas
diatomaceas e na parede celular de fungos ascomicetos, zigomicetes, basidiomicetes
e deuteromicetos (DAMIAN et al., 2005; SILVA et al., 2006).

A quitina nativa, tal como ocorre na natureza, € um produto de composi¢cao
variavel quanto ao comprimento das cadeias, conteddo de unidades de glicosamina
acetiladas e desacetiladas, e distribuicdo dessas unidades ao longo das cadeias.
Adicionalmente, também podem ocorrer variacbes em funcéo da espécie considerada,
bem como de seu estagio de desenvolvimento. A Unica excecdo conhecida € a quitina
obtida a partir de algas diatomaceas (Thalassiosira fluviatilis e Cytlotella cryptica).
Sendo assim, a quitosana derivada da quitina de diferentes fontes apresentara
variacbes em suas propriedades quimicas e estruturais, resultante da estrutura
variavel da quitina utilizada (RICHARD, 1951; HACKMAN, 1960).

As principais matérias-primas para producado industrial de quitosana sao as
carapacas de crustaceos originadas do processamento industrial de frutos do mar. As
cascas secas de crustaceos possuem cerca de 20 a 30% de quitina, 30- 40% de
carbonato de calcio, 30-50% fosfato de calcio, além de, em menor proporcéo,
pigmentos de natureza lipidica, como os carotenoides, astaxantina, cantaxantina,
luteina e B — caroteno. Dessa forma, para a obtencdo de quitosana é necesséria a
execucao de tratamentos quimicos sequenciais destinados a eliminar as substancias
gue a acompanham, dentre os tratamentos, incluem-se as etapas de
desmineralizagao, despigmentacéo e, por fim, a desacetilagdo (CANPANA-FILHO et
al., 2007; CAHU et al., 2012; ARANCIBIA et al., 2014).

A Figura 3 ilustra a reacao de obtencado da quitosana em solucéo alcalina, onde

0s grupamentos acetoamido (-NHCOCHSs) da quitina s&o transformados, em graus
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variados, em grupos amino (-NH2), dando origem & quitosana. E importante ressaltar
que a completa desacetilagdo da quitina raramente é realizada, pois, a medida que
esta aumenta, a possibilidade de degradag&o do polimero também aumenta. Assim,
0 termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros que contém ao menos 50-60%
de unidades 2-amino-2-desoxi-Dglicopiranose (ABRAM; HIGUERA, 2004).

Figura 3 - Reacdo de origem da quitosana a partir da desacetilacdo da quitina, onde n é o grau de
polimerizacéo

CH,OH

NaOH

desacetilagio

Fonte: Spin-Neto (2008).

A presenca de grupos amino livres (NH2) no carbono dois de cada residuo
monomeérico da molécula confere a este polimero um comportamento de polieletrolito
catibnico (pKa = 6,5). Em consequéncia disto, a quitosana € insolivel em pH neutro,
solucbes béasicas e solventes organicos, mas € sollvel na maioria das solucdes
organicas acidas quando o pH da solucao € menor que 6,5. Em meio aquoso acido, a
guitosana tem seus grupos aminicos protonados (NH3*), apresentando uma elevada
densidade de carga positiva (RODRIGUEZ-PEDROSO et al., 2009).

2.4.2 Propriedades quimicas e biolégicas

A quitosana é o unico polimero pseudo-natural com carater catiénico e esta
caracteristica diferenciada € responsavel pela maioria de suas propriedades
relatadas, tais como, possibilidade de interacdo com cargas negativas, geralmente
presentes na superficie de biomoléculas como proteinas, polissacarideos anibnicos,
acidos nucléicos e acidos graxos, justificando sua atividade sobre elas. Sua
solubilidade também € influenciada pela presenca dos grupamentos aminicos
protonados que garante uma maior repulsdo eletrostéatica entre suas cadeias e, assim,
maior a solvatacdo em agua, garantindo sua solubilizacdo em solucbes aquosas de

diversos acidos organicos e inorganicos (SANTOS et al., 2003).
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A quitosana é citocompativel, caracteristica que tem sido evidenciada in vitro
com células do miocardio, disfuncdo endotelial, epitelial, fibroblastos, hepatdcitos,
condrdcitos e queratindcitos. Apesar de estar ausente em mamiferos, a quitosana
pode ser degradada in vivo por varias proteases, como por exemplo, lisozima, papaina
e pepsina. Sua biodegradacédo leva a liberacdo de oligossacarideos atoxicos de
comprimento variavel, que podem ser posteriormente incorporados a
glicosaminoglicanos e glicoproteinas das vias metabdlicas ou ser excretado (ARANAZ
et al., 2009).

Dentre suas propriedades mais importantes, a sua capacidade quelante
merece destaque, visto que promove seletividade a quitosana, ao permitir ligacdes
com moléculas de colesterol, gorduras, proteinas, células tumorais e ions metalicos.
De acordo com Goy et al. (2004) e Yen et al. (2008), o0 mecanismo dessa a¢ao envolve
a ligacdo com o grupo hidroxila no carbono seis e, principalmente, com grupo amino
situado no carbono dois da quitosana. Esse grupamento tem sido apontado como
responsavel pela propriedade antioxidante da quitosana contra diferentes espécies de
radicais instaveis, desempenhando importante papel na sua estabilizacdo (ARANAZ
et al., 2009; ARANCIBIA et al., 2014).

Helander et al. (2001) e Liu et al. (2001) identificaram mecanismos
antimicrobianos da quitosana em estudos realizados com diferentes grupos de
microrganismos, tais como bactérias, leveduras e fungos. A formac¢édo de uma camada
impermeavel através da interacdo com grupos anidnicos na superficie da célula,
impedindo o transporte de solutos essenciais para o seu interior, foi um dos
mecanismos propostos. O segundo mecanismo envolve a inibicdo da sintese de RNA
e proteinas por permeacdo no ndcleo da célula. A quitosana pode, ainda, inibir o
crescimento microbiano, agindo como agente quelante de metais, oligoelementos ou
nutrientes essenciais, tornando-os indisponiveis para o organismo, afetando o seu
crescimento ou causando um disturbio mais direto na funcdo da membrana. No
entanto, ndo esta claro se essa atividade antimicrobiana é causada pela inibicdo do
crescimento ou morte celular. Chien e Chu (2006) sugeriram gque esta capacidade &
dependente tanto do tipo de quitosana quanto do microrganismo utilizado.

A quitosana se mostra susceptivel a mudangas estruturais, devido a grande
guantidade de grupos reativos, como as hidroxilas e, principalmente, os grupos amino
presentes em sua molécula, possibilitando diversas reacfes de derivatizagdo quimica
(SANTOS et al., 2003; PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).
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2.4.3 Derivados hidrossolUveis

Embora a quitosana possua propriedades significativas, alguns demeéritos
limitam seu uso para aplicacbes especificas, como sua baixa estabilidade acima do
pH 6,5. Desde a descoberta da quitosana, ha cerca de 160 anos, sempre se acreditou
que este polimero fosse insolivel em meio alcalino. Porém, Muzzarelli et al. (2003),
de forma inovadora, conseguiram explorar ainda mais o potencial deste polissacarideo
versatil, a partir de modificacdes quimicas, e desenvolveram derivados solUveis em
pH neutro e béasico. Dessa forma, foi-lhe conferido maior funcionalidade e melhor
solubilidade. Apos essa descoberta, Mariappan et al. (1999), Ramesh et al. (2004),
Roncal et al. (2007), Kanatt et al. (2008), Zhang et al. (2010) surgiram propondo
metodologias de obtencéo e otimizacdo de derivados hidrossollveis de quitosana.

A quitosana apresenta trés tipos de grupos funcionais reativos, um grupo amino
e dois grupos hidroxila na posigéo C-2, C-3 e C6, respectivamente (Figura 4) (KANATT
et al., 2008).

Figura 4 - Grupos funcionais reativos presentes na quitosana

CH,OH

Fonte: Adaptado de Spin-Neto (2008).

A Figura 5 ilustra as possibilidades de modificacdes quimicas possiveis,
podendo ser utilizadas na fixacdo varios grupos funcionais e controle das
propriedades hidrofébicas, catibnicas e anibnicas. Os derivados hidrossolaveis
desenvolvidos apresentam um ilimitado potencial de uso para uma grande variedade
de aplicacdes (MOURYA et al., 2008).
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Figura 5 - Possibilidades de modificacées quimicas na estrutura da quitosana
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Dentre os derivados formados por reacdes de substituicdo, os sulfatados
representam uma familia muito importante de derivados de quitosana que
demonstram diversas atividades biol6gicas. Para sulfatacdo da quitosana, varios
reagentes vém sendo utilizados, os quais incluem o acido sulfarico concentrado,
sulfurtrioxido, trimetilamina-trioxido de enxofre e didéxido de enxofre, em diferentes
temperaturas. A quitosana sulfatada obtida ndo é sempre monossubstituida, mas
muitas vezes N, O-dissubstituidas e também pode ser parcialmente N, O, O-tri-
substituidas (KANATT et al., 2008). Este derivado tem demonstrado atividade
anticoagulante e hemaglutinante, devido a semelhanca estrutural com a heparina.
Outras atividades biologicas também tém sido demonstradas, como
antiaterosclergtica, antiviral, anti-HIV, antibacteriana, antioxidante e atividades de
inibicdo de enzimas. Na sulfatacdo da quitosana, alguns dos grupos amino sao
convertidos nos centros aniénicos e o polimero atinge melhor comportamento de

polieletrolito que pode ser focalizado para o desenvolvimento de potenciais
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transportadores de drogas na forma de micelas ou microcapsulas (MARIAPPAN et al.,
1999; ZHANG et al., 2010).

Outro grupo que tem sido reportado por possuir propriedades vantajosas sao
os derivados carboximetilados. A quitosana carboximetilada é um derivado de éter
anfétero, que contém grupos de COOH e grupos de NH2 na molécula. Neste derivado,
o grupamento hidroxila é substituido por um grupamento carboximetil em cada
mondmero, através da formacdo de uma ligacéo éter. Essas modificagcdes estruturais
conferem novas propriedades quimicas e fisicas para o polimero, tais como
estabilidade, viscosidade elevada e comportamento tensoativo. Em comparagcdo com
quitosana, este derivado provou ser mais eficiente na perturbacdo de membrana em
condicdes neutras, acidas e basicas. As forcas responsaveis por esse comportamento
sdo, em condi¢cbes neutras, ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas e, em
condicbes acidas e Dbasicas, Iinteracdes eletrostaticas (PRASHANTH;
THARANATHAN, 2007)

Dentre as derivatizacGes de alongamento de cadeia, pode-se citar a interagao
nao enzimatica entre quitosana e um agucar, através da reacao de Maillard que resulta
da condensacédo entre o grupo carbonila dos agUcares redutores, aldeidos ou cetonas
e um grupo amino de aminoacidos, proteinas ou qualguer composto nitrogenado,
proporcionando melhoria nas propriedades funcionais e nos efeitos antimicrobianos
das biomoléculas. O grupo amino da quitosana reage com o grupo carbonila de um
acucar redutor em condicbes de temperatura elevada para formar um produto da
reacao de Maillard (KANATT et al., 2008). O tipo de acglcar afeta ndo somente as
caracteristicas do composto gerado, mas também, possivelmente, as propriedades
biolégicas associadas (PHISUT; JIRAPORN, 2013).

Nas derivatizacbes de despolimerizacdo, se destacam a obtencdo de
quitooligossaarideos, que séo produtos parcialmente hidrolisados da quitosana,
resultantes da despolimerizagao da cadeia pela clivagem nas ligagdes glicosidicas -
(1—4), no qual pentameros e hexadmeros sédo obtidos e apresentam atividades
bioldgicas importantes. A despolimerizacdo da quitosana aumenta a solubilidade em
agua e reduz a sua viscosidade em solucao, facilitando sua aplicacdo em diferentes
areas (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007). Véarios métodos fisicos, quimicos e
enzimaticos tém sido sugeridos para a preparacao de oligossacarideos de quitosana.
No método quimico, emprega-se a hidrélise acida, no entanto este metodo apresenta

algumas desvantagens, tais como alto custo, baixo rendimento devido a auséncia de
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especificidade, gerando uma grande quantidade de monémeros e acidez residual.
Outro inconveniente € a necessidade de utilizar altas temperaturas e grandes
concentracbes de reagentes (RONCAL et al., 2007). A despolimerizacdo também
pode ser alcancada de forma eficiente pelo método fisico, através da tecnologia de
micro-ondas ou através de radiacdo gama, produzindo oligossacarideos em menor
tempo. No método enzimatico, a hidrélise realizada por enzimas permite um maior
controle da reagdo e, consequentemente, do grau de polimerizacdo dos
oligossacarideos gerados, sem 0s inconvenientes apresentados pela hidrolise acida.
Na via enzimdtica, a quitosana pode ser facilmente despolimerizada por uma
variedade de enzimas especificas, como a chitosanases e quitinases, e nao
especificas, como lisozima, pepsina, pectinase, celulases, hemicelulases, lipases,
amilases e papaina. Devido ao alto custo das enzimas especificas, as enzimas néo-
especificas sao preferiveis por serem uma opcado mais barata, eficiente e
economicamente viavel do ponto de vista industrial (MOURYA et al., 2008). Em
resumo, fica evidente que a quitosana e seus derivados modificados exibem um

potencial ilimitado de aplicagbes para seu uso em grande escala.

2.4.4 Mercado global

O mercado mundial de quitosana e seus derivados atingiu US$ 2,0 bilh6es em
2016 e, segundo estimativas, alcancara US$ 4,2 bilhdes em 2021, com uma taxa
composta anual de crescimento (CAGR) de 15,4% neste periodo (BCC Research,
2017).

Os principais fatores que impulsionam a indastria de quitosana sédo a
abundante disponibilidade de matéria-prima, facil processo de producdo e as
aplicacdes emergentes em varios segmentos de uso final. As atividades continuas de
pesquisa e desenvolvimento tecnolégico (R&D) focadas em encontrar novas
aplicacbes de quitosana, bem como desenvolver a tecnologias existentes, também
tem contribuido significativamente para o crescimento do mercado (Chitosan Market,
2017). A guitosana tem ganhado importancia nas pesquisas cientificas e industriais
por se tratar de um polissacarideo com baixa toxicidade, biocompativel e
biodegradavel, sendo posicionada como alternativa mais segura, substituindo aos
produtos convencionalmente utilizados, como o0s quimicos nocivos e derivados do

petréleo (Research and Markets, 2017).
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A crescente conscientizacdo a respeito da saude e praticas sustentaveis
impulsionara ainda mais o0 mercado de quitosana nos proximos anos. Prevé-se que o
mesmo atinja precos superiores ao longo do prazo estimado, o que provavelmente
aumentara as margens de lucro para os diferentes setores da industria (BCC
Research, 2017). Os principais setores que fazem parte do mercado de quitosana séo:
farmacéutico, biomédico, cosmético, alimentos e bebidas e tratamento de agua.
Embora outros, com menor expressao, também facam parte, como: construgao civil,
agricultura, produtos fotogréficos, téxteis, oftalmoldgicos e biocombustiveis (Chitosan
Market, 2017; Market Research Report, 2017, BCC Research, 2017).

O mercado mundial da quitosana € liderado pelos paises da regido Asia-
Pacifico, especialmente o Japdo, China, india e Tailandia. Juntos, detém mais da
metade da participagdo em termos de valor e volume. A conscientizagdo precoce
sobre os beneficios oferecidos pela quitosana, aliado a presenca de abundante
matéria-prima e fortes investimentos pelos paises participantes, contribuiram para seu
dominio no mercado. Este grupo engloba os principais fabricantes de quitosana, bem
COmMOo 0S maiores consumidores que a empregam, essencialmente, no tratamento de
agua da regido (Market Research Report, 2017).

A rapida industrializacdo acompanhada da crescente urbanizacao impulsiona a
demanda de agua limpa e propulsiona o0 mercado de quitosana para aplicacdo no
tratamento de agua, segmento que representou mais de 30% do consumo global em
2015 (Global Market Insights, Inc., 2016). No tratamento de efluentes, tem siso
registrado seu emprego, como: agente quelante de metais, como floculantes, como
adsorventes de corantes, adsorventes de anions metélicos e outros (SALAH et al.,
2013; PITAKPOOLSIL; HUNSON, 2014).

A busca por melhor qualidade de vida, juntamente com a mudanca dos habitos
alimentares, que tem ocorrido principalmente nos EUA, tem impulsionado o
crescimento da industria por questdes de saude nos setores alimenticio, farmacéutico
e biomédico (Global Market Insights, Inc. set, 2016; Market Research Store, 2016). Na
industria de alimentos, a quitosana tem sido empregada como aditivo alimentar, em
nutricdo animal e embalagem biodegradavel para alimentos (ARANAZ et al., 2009;
QIN et al., 2012; SANTOS et al., 2012); no setor biomédico, em membranas artificiais
e suturas cirdrgicas; e na industria farmacéutica, como agente cicatrizante, liberacao
controlada de drogas e controle de colesterol (ISLAM et al., 2014; SANSONE et al.,
2014).
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O uso de quitosana na fabricacdo de cosméticos € um outro segmento em
expansdo, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, e tem
estimulado o desenvolvimento de diversos produtos de beleza para atender as
necessidades do mercado, como: maquiagem, cremes antienvelhecimento, lo¢gbes
para cuidados do cabelo, pele, unhas. O aumento do uso destes produtos influenciara
positivamente o mercado de quitosana (Global Market Insights, Inc. set, 2016; Market
Research Report, 2017). Na Figura 6, € possivel observar as trinta empresas que mais

fazem uso de quitosana na fabricacao de produtos atualmente no mercado.

Figura 6- Empresas multinacionais detentoras de patentes de uso de
quitosana para a fabricagdo de seus produtos
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Qualquer que seja o campo de aplicacdo, este polimero tem potencial para
apresentar uma melhor relacédo custo/beneficio do que seus similares, atualmente no
mercado, obtidos de outras fontes, e, na maioria das vezes, produzidos com
tecnologia importada. Apesar de anos de estudos e pesquisas, ainda existem areas
onde a quitosana e seus derivados podem suprir necessidades e contribuir
significativamente com avan¢os, como no campo das biotecnologias aplicadas a

reproducao, particularmente na criopreservagao do sémen.

2.5 BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO

2.5.1 Criopreservagdo do sémen

7

Para o sucesso da fertilizacdo é necessario a disponibilidade de gametas
viaveis e funcionalmente normais, tanto in vivo quanto in vitro. Neste contexto, as
técnicas de preservacdo de sémen tornaram-se essenciais para a aplicacdo das
biotécnicas de reproducdo, como: inseminacdo artificial, fertilizacdo in vitro e
engenharia genética, uma vez que promovem a funcionalidade do germoplasma
masculino, por um tempo prolongado, fora do trato reprodutivo masculino (PARKS,
1985; HOLT, 2000).

As primeiras constatacfes de preservacdo de sémen foram realizadas por
Spallazani em 1776, ao observar que o resfriamento de espermatozoides os tornou
temporariamente imobilizados e induzidos a um estado de letargia, do qual eles
poderiam se recuperar assim que retornassem a condicao de temperatura adequada.
Dessa forma, esse pesquisador concluiu que a diminuicdo da temperatura causa
reducdo reversivel da atividade metabodlica destas células, permitindo seu
armazenamento e manutencgdo de sua viabilidade. Ao restringir a taxa metabdlica das
células, a producdo de subprodutos metabdlicos toxicos, tais como peréxido de
hidrogénio, aldeidos lipidicos e dioxido de carbono, sédo reduzidos e a deplecdo de
ATP associada a manutencédo de homeostase € minimizada (HAMMERSTEDT, 1993;
VISHWANATH; SHANNON, 1997; MAIA, 2010).

Com o advento e comercializacdo da inseminacao artificial no inicio do século
XX, tem havido uma necessidade de reduzir as dificuldades logisticas associadas com
a coordenacdo da coleta de sémen e inseminagao. Esta necessidade foi satisfeita por

meio do desenvolvimento de varias abordagens para prolongar a longevidade dos



32

espermatozoides através da diluicdo do sémen e da restricdo metabdlica induzida pela
temperatura. Estas estratégias forneceram aos criadores uma ferramenta valiosa para
o melhoramento genético de muitas espécies (GIBB et al., 2016).

Os efeitos da baixa temperatura na funcao espermatica e na fertilidade tém sido
estudados extensivamente em muitas espécies, como por exemplo, bovinos (LEITE
et al., 2011), bubalinos (DHAMI et al., 1996; OHASHI, 2002; LAYEK et al., 2016),
ovinos (BAG et al., 2002); caprinos (VIDAL et al., 2013; BITTENCOURT et al., 2007),
equinos (FURST, 2006; AURICH, 2008; GIBB et al., 2016) , suinos (OHATA et al.,
2001; ANTUNES, 2007; SILVA et al., 2013), caninos (SILVA et al., 2002; JAROSZ et
al., 2016), aves (MOSCA et al.,, 2016; BUBLAT et al.,, 2017), peixes (SALMITO-
VANDERLEY et al., 2014) e em seres humanos (SAEEDNIA et al., 2016; TIWARI et
al., 2017).

O sémen pode ser conservado através do procedimento de refrigeracao,
estocagem no estado liquido, em geral a temperaturas entre 0-5 °C ou 10-15 °C, para
utilizacdo em um curto periodo de tempo (SALAMON e MAXWELL, 2000); ou
congelamento, estocagem no estado sélido, que ocorre a -196 °C em nitrogénio
liquido, para utilizacdes que requerem um periodo mais prolongado, ou tempo
indeterminado (NUNES, 1988). Por meio destas técnicas, torna-se possivel: 1) formar
bancos de gametas e embrides (Biobanco), a fim de garantir a diversidade e a
preservacdo do material genético de espécies de interesse econdmico e ambiental,
bem como em programas de conservacdo de espécies ameacadas de extincdo
(COMIZZOLI; HOLT, 2014; JEWGENOW et al., 2016; BUBLAT et al.,, 2017;
COMIZZOLI, 2017); 2) transportar material genético através de longas distancias, com
baixo custo e maior seguranca, preservando a integridade fisica do animal e evitando
o risco de propagacao de doencas, através da erradicacdo do contato direto entre
macho e fémea (CARNEIRO et al., 2012; GIBB et al., 2016); 3) permitir o uso do
volume total do sémen disponivel, quesito importante principalmente quando o sémen
€ de dificil obtencdo e quando grandes quantidades de sémen sao retiradas em
cativeiro; 4) disponibilizar sémen em periodos menos favoraveis; 5) viabilizar
programas de hibridizacdo com espécies que apresentam diferentes estacoes
reprodutivas no ano (VARAGO et al., 2009); e 6) promover o melhoramento genético
(LIERZ et al., 2013; GELAYENEW et al., 2016; LAYEK et al., 2016).

Embora o processo de congelamento de sémen apresente a vantagem de

armazenamento dos gametas por longo periodo, ainda existem inconvenientes nesse
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processo, devido a lesGes as estruturas espermaticas, que comprometem a
viabilidade dos gametas (VARAGO et al., 2009). A refrigeracéo, apesar de nao permitir
0 armazenamento por um periodo de tempo tdo prolongado, determina menos danos
as células espermaticas, quando comparados a congelacéo, resultando em taxas
mais elevadas de prenhez (MAIA, 2010).

O espermatozoide apresenta uma diversidade de atributos funcionais
altamente diferenciados regionalmente, que devem ser mantidos até a fertilizagéo. Por
essa razao, a criopreservacao ideal deve manter o maior niumero possivel de células
viaveis, bem como a integridade das suas diferentes estruturas (WATSON, 2000).
Entretanto, as tecnologias atuais de processamento do sémen carecem de
aperfeicoamentos, uma vez que os protocolos aplicados afetam a estrutura, a
funcionalidade e a resisténcia dos espermatozoides (GOMEZ-TORRES et al., 2017).
Os procedimentos empregados ainda sao, frequentemente, oxidativos por natureza,
por envolver etapas e condigdes atipicas as células espermaticas, como variagdes de
temperatura, pressao, luz, substancias quimicas, bioquimicas e concentragao celular
(BARROS, 2007; MAIA; BICUDO, 2009; SOARES; GUERRA, 2009; LEAHY et al.,
2010; CAMARA; GUERRA, 2011).

A geracdo controlada das ROS desempenha funcdes fisioldgicas importantes
nos diferentes tipos de células. Nos espermatozoides participa da regulacdo da taxa
de hiperativagdo, da ocorréncia da reacdo acrossOmica e da fusdo entre o
espermatozoide e odcito (SENGOKU et al., 1998; NICHI, 2003). Contudo, elevadas
concentracfes de ROS séo prejudiciais as funcdes celulares, podendo danificar todos
os tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipideos (HALLIWELL;
GUTERIDGE, 2015).

O espermatozoide e o plasma seminal apresentam sistemas de defesa
antioxidantes que desempenham papel primordial na viabilidade espermatica.
Entretanto, durante o processamento, quando o sémen € lavado ou diluido para a
criopreservacéo, ocorre uma reducgdo nas suas quantidades de defesas antioxidantes
(CAMARA; GUERRA, 2011). Em contrapartida, o proprio metabolismo dos
espermatozoides, quando em altas concentragdes espermaticas nas doses de sémen,
gera uma grande quantidade de ROS. Disturbios no balan¢co oxidante-antioxidante
levam ao estresse oxidativo, que pode ser causado por uma reducdo na quantidade
de antioxidantes nos sistemas de defesa celular ou por uma producao elevada de
ROS (HALLIWELL; GUTERIDGE, 2015). Esses fatores causam danos as células
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espermaticas que ja apresentam baixas concentracdes de enzimas antioxidantes,
uma vez que seu citoplasma € bastante reduzido (NICHI, 2003; BARROS, 2007;
SOARES; GUERRA, 2009; LEAHY et al., 2010).

O processo de peroxidagdo lipidica inicia-se na presenca de ROS, que ao ter
contato com os acidos decosa-hexanoicos da membrana espermatica, retiram um
hidrogénio de uma dupla ligacado, transformando-o em radical livre, o qual, por sua
vez, ird agir em outro &cido decosa-hexanoico. Esse processo desencadeia a cascata
de peroxidacao, causando lesbes na membrana plasmatica, com perda de fluidez e
de sua capacidade de regular a concentracdo intracelular de ions envolvidos no
controle do movimento espermatico e, por fim, perda da sua funcao de fertilizacéo
(MAIA; BICUDO, 2009). A membrana do espermatozoide é altamente susceptivel a
essa reacdo, em funcdo grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados em sua
constituicdo, 0s quais sdo extremamente sensiveis ao ataque das ROS (AURICH et
al., 1997; BARROS, 2007).

No intuito de reduzir os danos causados aos espermatozoides pela formacéo
das ROS, diversos estudos vém sendo realizados avaliando o efeito da administracao
oral de antioxidantes ou da inclusdo dessas substancias aos diluentes utilizados no
sémen de varias espécies. Os resultados obtidos até o momento sdo diversos,
contraditorios e, alguns, decepcionantes (GIBB et al., 2016). No entanto, é notéria a
necessidade da realizacdo de mais estudos, a fim de se obter resultados satisfatérios
quanto a preservacdo e manutencao da viabilidade das células esperméticas até o
momento de sua deposi¢ao no trato reprodutivo da fémea e para que esta biotécnica
reprodutiva possa ser aprimorada (GUERRA et al., 2004; SILVA; GUERRA, 2012)
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3 METODOLOGIA

3.1 PRODUCAO DE QUITOSANAS HIDROSSOLUVEIS A PARTIR DE
SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA PESQUEIRA

Cabecas de camarao fresco foram gentilmente cedidas por uma unidade local
de processamento de pescado (Netuno Ldt.,, Pernambuco, Brasil) e levadas
imediatamente para laboratério em gelo e congeladas a -20 °C até utilizacdo. A
metodologia para obtencéo e purificacdo de quitosana foi realizada de acordo com o
meétodo de Cahu et al. (2012). Em seguida, a amostra foi liofilizada para se obter um
pé branco fino. A preparacdo dos derivados hidrossollveis, foram realizadas
diferentes rea¢cdes de modificacdo quimica: quitosana sulfata foi preparada de acordo
com Mariappan et al. (1999), quitosana Carboximetilada, conforme relatado por
Ramesh et al. (2004), quitooligossacarideos foram obtidos por hidrolise enzimatica
com pepsina gastrica suina, de acordo com Roncal et al. (2007) e quitosana-glicose
(CHGIc) e quitosana-glucosamina (CHGIcN), produto de reacdo de Maillard, foram
preparadas com base no método de Kanatt et al. (2008).

A caracterizacdo das amostras produzidas foi realizada em um analisador
elementar Carlo Erba EA 1110 para C, H, N e S. O grau de substituicdo dos grupos
quimicos adicionados foi calculado pelos métodos de Moura Neto et al. (2011),
utilizando %C e% S e massa atbmica de carbono e enxofre para calcular o nUmero de
grupos sulfato no mondémero hexose, utilizando assim a formula Grau de sulfatacéo
(DS%) = 2,55 (% S /% C). Espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR) foram medidos em pastilhas de KBr em modo de transmissao dentro de uma
faixa de 4000 a 500 cm-1 usando um espectrofotometro FT-IR Bomem MB100. O grau
de desacetilacdo (DD%) foi calculado com base na relacdo A1320 / A1420 relatada
por Brugnerotto et al. (2001): DD% = 100 - [(A1320 / A1420-0,3822) / 0,03133]. Os
espectros de C 13 e H! RMN foram obtidos utilizando um espectro Bruker Avance
DRX-400 com uma sonda inversa de 5 mm. As aquisicGes de C33-RMN foram
realizadas utilizando os seguintes parametros: FIDRES - 0,8466 Hz, AQ - 0,5906 s,
DW 15,75 s, DE - 5,5 ys D1 - 110 mseg, D2 - 3,4 mseg, PL12 - 17dB (desacoplador

H%), valsa 16 pulsos programa.
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3.2 TESTE DE CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983). As
linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de laringe
humana) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano) mantidas em
meio de cultura DMEM, MCF-7 (cancer de mama humano) e HL-60 (leucemia
promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibibtico
(penicilina e estreptomicina). As ceélulas foram mantidas em estufa a 37 °C em
atmosfera imida enriquecida com 5 % de CO2.0 farmaco doxorrubicina (5 pg/mL) foi
utilizada como padréo.

3.3 TESTES ANTIOXIDANTES

A atividade de sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-pycryl-hydrazyl (DPPH) foi
realizada conforme Blois et al. (1958). A atividade de sequestro do radicail foi
mensurada utilizando a seguinte equacao: inibicdo do DPPH (%) = [1-(amostra -
branco) /controle] *100, onde o branco foi a amostra misturada com metanol e o
controle, a solugdo DPPH sem amostra. BHT foi usado como controle positivo. A
atividade quelante de ions ferrosos foi determinada de acordo com a metodologia de
Decker e Welch et al. (1990) com modificagBes. A atividade quelante quitosana foi
expressa pela seguinte equacdo: Atividade Quelante (%) = [1-(amostra/controle)]
*100. O EDTA foi usado como controle positivo. O ensaio de poder redutor foi
realizado como descrito por Zhu et al. (2002) com modificagbes. O hidroxitolueno

butilado (BHT) foi usado como controle positivo.

3.4 TESTE ANTIBACTERIANO

Os efeitos inibitérios e bactericidas das quitosana produzidas foram
determinados pelo método de concentragdo minima inibitéria (CMI), que é a
concentracdo minima de amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel, e
de concentracdo minima bactericida (CMB), que corresponde a concentracdo minima

de amostra que inibe 100% do crescimento bacteriano. Cepas de Staphylococcus
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aureus (UFPEDA 02), Bacillus subtilis (ATCC 19659), Pseudomonas aeruginosa
(UFPEDA 416), Escherichia coli (UFPEDA 224), Salmonella enteretidis (UFPEDA 41),
Vibrio Parahaemolyticus (ATCC 17802), Shigella sonnei (UFPEDA 413) e Klebsiella
pneumoniae (UFPEDA 396) foram fornecidas pelo Departamento de Antibiéticos (DA)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil, em Agar Nutriente. Todas as
estirpes bacterianas foram cultivadas e mantidas em agar Mueller-Hinton a 37 °C. As
bactérias foram cultivadas em caldo Mueller-Hinton e a turbidez foi, posteriormente,
ajustada com NacCl (0,9% m/v) para obter o equivalente a 0,5 na escala de McFarland.
A CMI foi determinada pelo teste de microdiluicdo de cultura bacteriana em caldo
Mueller-Hinton (NCCLS, 2006). Os antibioticos cloranfenicol e canamicina foram
utilizados como controle positivo para as cepas Gram-negativas e Gram-positivas,
respectivamente. Para a determinacdo do CMB, as amostras que apresentaram
inibicdo bacteriana foram semeadas em placas de agar Mueller-Hinton e incubadas a

37 °C por 24 h. Os ensaios foram realizados com quatro repeticdes.

3.5 TESTE EM SEMEN

Foram utilizados sémen de quatro ovinos da raca Santa Inés, sexualmente
maduros, com histérico de fertilidade, alojados no biotério do Hospital Veterinario da
UFRPE (Brasil) (08 + 03’14” S, 34 ° 52’ 52” W), submetidos a manejo intensivo,
alimentados com feno de capim Tifton e 400g/dia de racdo comercial, além de
suplementacao mineral e 4gua ad libitum. A cinética dos espermatozoides foi avaliada
através do Sistema Computadorizado de Andlise de Esperma (CASA, SCA™,
Microptics, SL, Versdo 5.1, Barcelona, Espanha). As analises de integridade de
membrana, viabilidade e estabilidade espermatica foram realizadas utilizando
citbmetro AmnisimageStream® Mark I (EMD Millipore Corp., Seattle, Washington)
equipado com um microscopio com a objetiva de 60 x (0,5 pum resolucao pixel) com
uma taxa de imagem de 5000 células/s. O Software INSPIRE® foi utilizado para
aguisicdo de imagens brutas e o software IDEAS® 6.0, para analise das imagens.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Processo
n°23082.026480//2017-28 CEUA-UFRPE).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

As comparacles estatisticas dos valores das médias foram avaliadas por
andlise de variancia (ANOVA), utilizando o Origin (verséo 8; GraphPad Software Inc.,
San Diego, E.U.A.) e um valor de P <0,05 foi considerado como o nivel de significancia

estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 WATER-SOLUBLE CHITOSAN DERIVATES FROM LITOPENAEUS
VANNAMEI: CYTOTOXIC, ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITIES

Raquel P. F. da Silva?; Thiago B. Cah(?; Suzan D. Santos?; Romero M. P. B. Costa?

Guilherme O. Firminoa Teresinha G. da Silva® e Ranilson S. Bezerra?
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Professor Moraes Rego, 1235, Recife, PE 50670-901, Brazil

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the biological potential of water-soluble
chitosan derivates obtained from Litopenaeus vannamei shrimp processing wastes
(head) using enzyme autolysis technique. Biological properties were studied through
cytotoxicity, antioxidant and antimicrobial activities. Chitosan water-soluble derivates
were achieved by derivatization method to obtain carboxymethyl chitosan, chitosan
sulfate, carboxymethyl chitosan sulfate, chitosan-glucose, chitosan-glicosamina and
chitoligosaccharides. Chitosan’s obtained did not show cytotoxicity. Chitosan and their
water-soluble derivatives exhibited DPPH scavenging ability of 44.93-100%, showed
reducing powers of 0.17-1.32, chelating abilities on ferrous ions were 5.1- 90.12% at
10mg/mL and inhibitory activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria.
These results indicated water-soluble chitosan derivates obtained from by-products of
shellfish processing exhibits interesting functional properties and may be considered
as an alternative ingredient or supplement in the food, biomedical, pharmaceutical and

biotechnological approaches.

Keywords: Shrimp processing waste; Chitosan; Antioxidant; Antimicrobial.

Introduction
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Global fish production has grown expressively in recent years, especially for
aguaculture, which contributed greatly to the increase in the global supply of fishery
products (FAO, 2016).

Shrimp farming, is an aquaculture modality that occupies a noticeable place in
the global fishery economy, representing approximately 4.5 % of world aquaculture,
with an estimated 4.8 million production. The growth of the fish market around the
world together with greater diversification of processed products in order to satisfy the
demand of consumers increasing needs, have contributed to the generation of an
increasing volume of waste from fish processing industries (FAO, 2016).

However, in recent decades there has been a global trend in the awareness of
economic, social and environmental aspects toward the recovery and utilization of
fishery by-products (CORREA et al, 2012; MEDEIROS et al., 2015; BHAGWAT;
DANDGE, 2016).

The by-products generated by shrimp processing are mainly, head, tail and
exoskeleton, representing about 50% of total shrimp processed, this material is rich in
different biomolecules: chitin which is about 20-30% of the solid residue; carbonate
and calcium phosphate that represent approximately 50%, in addition to lipid pigments
such as carotenoids, astaxanthin, canthaxanthin, lutein and B-carotene, as a smaller
amount, composing the remaining portion together with proteins. Despite, these
percentages vary according to the species, fishing location and season, it is rich in
bioactive molecules with a wide potential biotechnology applicability (CAHU et al,
2012; BOUGATEF, 2013).

Among these biomolecules, chitin, has received considerable attention in recent
years since it is a molecule which is used to obtain chitosan, another polysaccharide
that has several properties, such as increased solubility and bioactivity relative to
chitin, as well as low toxicity, biodegradability, biocompatibility, antimicrobial and
antioxidant capacity allowing its use in various commercial applications in biomedical,
food, pharmaceutical and industrial chemistry (OCLOO et al., 2011; SAMAR et al.,
2013; CAHU et al., 2017). However, most applications of chitosan are limited due to
its insolubility in water at neutral medium, a condition in which enzymes exert their
physiological activity. To solve this problem and to further explore the potential of this
versatile polysaccharide, several studies have emerged proposing methodologies for

obtaining and optimization water-soluble chitosan derivatives, allowing a significant



41

increase in applications of this polymer ( RONCAL et al., 2007; KANATT et al., 2008;
ZHANG et al., 2010).

Several studies have reported the development of different water-soluble
derivates from commercial chitosan (MUZZARELLI; MUZZARELLI., 2005; SUN et al,
2008; SOUZA et al, 2009.; ZHONG et al, 2010; CHO et al, 2011). However, few data
are found in literature about its potential when obtained from residual sources, aimed
in our work. Therefore, this study is justified by its biotechnological, environmental and
economic importance, due to, obtaining water-soluble chitosan derivates from shrimp
by-products of industry (an abundant and inexpensive materials), has low toxicity,
antioxidant and antimicrobial potential, while it minimize the environmental impact,

resulting in a new, high added value for various biotechnological product.

Materials and methods

Chemicals

1,1-diphenyl-2-pycryl-hydrazyl (DPPH), Potassium persulfate and 3-(2-Pyridyl)-
5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p’-disulfonic acid monosodium salt hydrate (ferrozine),
hydroxytoluene (BHT), trimethylamine—sulfur trioxide, monochloroacetic acid, pepsin
from gastric porcine, Chloramphenicol, Kanamycin, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) were purchased from Sigma Aldrich (Darmstadt,
Germany). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) and RPMI culture medium,
containing antibiotics and fetal bovine serum was purchased from Gibco/lnvitrogen
(Gaithersburg, EUA). Other reagents used in this study were commercially available.
All reagents used were in analytical grade.

Production of chitosan from shrimp processing waste

Raw material (fresh shrimp heads) were kindly donated by a local fishery
processing industry (Netuno Ldt., Pernambuco, Brazil), and immediately take to
laboratory on ice, laced in 0.5 kg amounts in plastic bags and frozen at -20°C until use.
The methodology to extract chitin and produce chitosan was performed according to
Cahu et al.(2012) and purified as carried out by Weska et al. (2007). Chitosan was

freeze dried to obtain a fine white powder.



42

Preparation of water-soluble chitosan derivates

Chitosan sulfate (CHS) was prepared according by Mariappan et al. (1999) with
slightly modifications: chitosan (0.5%, w/v) was suspended in distilled water under
magnetic stirring, added sodium carbonate (1%, w/v) and sulfur trioxide trimethylamine
complex (2.25%, w/v). The mixture was incubed at 65°C for 48 h under constant
stirring. Carboxymethyl chitosan (CHCM) was prepared as reported by Ramesh et al.
(2004) with slight modification: chitosan (1%, w/v) suspension in 20 mL of isopropanol
was stirred for 20 min and then added of 50 mL (40%, w/v) NaOH and stirred for
additional 45 min. Followed, monochloroacetic acid (2.5 g) was slowly added and the
mixture was kept at 60°C for 3 h under constantly agitation. The solution after cooled
and pH adjusted to 7.0 with acetic acid, was washed with methanol and dried at 50°C.

The Maillard reaction product (MRP), chitosan-glucose (CHGIc) and chitosan-
glucosamine (CHGIcN), was prepared based on method by Kanatt et al. (2008), by
autoclaving chitosan (1%, w/v) and sugar (1%, w/v) for 15 min.

Chitoligosaccharides (COS) were obtained by enzymatic hydrolysis with pepsin
from gastric porcine, according to Roncal et al., (2007) with slightly modifications.
Briefly, chitosan (1%, w/v) in 0.2 M sodium acetate buffer pH 4.5 and pepsin were
incubed (1:100) in a water bath at 40°C for 20h. After this, pH was adjusted to 7.0 with
1 M NaOH and the reaction was boiled for 10 min to inactivate the enzyme and
centrifuged. The supernatant was freeze dried and resuspended with methanol, and

then precipitated and washed with acetone, and finally dried under vacuum.

Characterization by Elemental analysis, Fourier Transform Infra-Red spectroscopy,

'H and 3C Nuclear Magnetic Resonance

Elemental composition of chitosan samples was performed in a Carlo Erba EA
1110 elemental analyzer for C, H, N, and S. The degree of substitution was calculated
by methods of Moura Neto et al. (2011), using %C and %S and atomic mass of carbon
and sufur to calculate the number of sulfate groups in hexose monomer, thus using the
formula Degree of sulfation (DS%)=2.55(%S/%C).

FT-IR spectra were measured in KBr pellets in transmission mode within a

range of 4000-500 cm~'using an FT-IR Bomem MB100 spectrophotometer. The
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degree of deacetylation (DD%) was calculated based on the ratioA1s20/A1420 reported
by Brugnerotto et al (2001): DD%=100—[(A1320/A1420—0.3822)/0.03133].

Decoupled 1* C and 'H NMR spectra were obtained using a Bruker Avance
DRX-400 spectrometer with a 5mm inverse probe. 3C-NMR acquisitions were
performed using the following parameters: FIDRES- 0.8466 Hz, AQ- 0.5906 s, DW
15.75 s, DE- 5.5 ys D1- 110 msec, D2- 3.4 msec, PL12-17dB (decoupler H), waltz 16

pulse program.

Cytotoxitcity assay

The human tumor cell lines, HEp -2 (human larynx carcinoma), NCI- H292
(human pulmonary mucoepidermoid carcinoma), MCF-7 (human Dbreast
adenocarcinoma cell line) and HL -60 (acute promyelocytic leukemia), were obtained
from the Type Culture Collection of the Department of Antibiotics (DA) of the Federal
University of Pernambuco (UFPE), Brazil. The HEp -2 and NCI- H292 cells were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) and MCF-7 and HL -60,
maintained in RPMI culture medium, both supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and 1% antibiotic solution (penicillin and streptomycin). The cells were incubated
at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO2).

The cytotoxicity of chitosan samples was measured using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay (ALLEY et al,
1988; MOSMANN , 1983). The cells were grown in 96-well plates at a density of 1x10°
and 0.3 x 10° cells/well, for HEp -2, MCF-7 and NCI- H292 cells, and HL-60 cell,
respectively. After 24 h, the cells were treated with control medium or medium
supplemented with chitosan (25ug/mL). After incubation for 72 h, was added 25 pl of
MTT. The cells were then fixed with 50% trichloroacetic acid. Cell proliferation
was determined by spectrophotometric quantification at 560 nm. The Doxorubicin
chloridate compound (0.025 to 25ug mL™), a drug widely used in chemotherapy for

cancer, was used as a positive control.

Antioxidant activities

DPPH scavenging activity was performed as Blois et al. (1958). 100 pL of each

chitosan sample (0.08-10 mg/mL) in distilled water were mixed with 100 pL of
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methanolic solution containing DPPH radicals (1.5 x10“ M). This mixture was kept in
the dark at room temperature for 30 minutes and the absorbances were determined by
spectrophotometric quantification at 517 nm. The radical scavenging activity was
measured using the following equation: DPPH inhibition (%) = [1-(Asample -
Ablank)/Acontrol]*100. Where the blank was the sample mixed with methanol and the
control was the DPPH solution without sample. BHT was used as positive control.

The Fe?* ion chelant activity was determined by Decker and Welch et al. (1990)
with modifications. 100 yL of samples, at different concentrations (0.08-10mg/m), were
mixed to 100 pL of distilled water. Then 25 uL of 0.5 mmol/L FeClz solution and 25 pL
of 2.5 mmol/L ferrozine solution were added. This mixture was kept at room
temperature for 20 minutes and the absorbance was determined at 550 nm. Distilled
water was used as control. The chitosan chelant activity was expressed by the
following equation: Chelant Activity (%) = [1-(Asample /Acontrol)]*100. All tests were
performed antioxidants at concentrations of 0.08-10.0 mg/mL. EDTA was used as
positive control.

Reducing power assay was made as described by Zhu et al. (2002) with
modifications. Two hundred microliters of the samples, at different concentrations
(0.08-10mg/m) were mixed to 200 pL of 0.2M fosfate buffer (pH 6.6) and 200 pL of
potassium ferricyanide. This mixture was incubated at 50°C by 20 minutes and the
reaction was stopped adding 200 pL of a 10% TCA solution. Further, 125 uL of these
samples were mixed with 125 pL of distilled water in a microplate and 20 pL of FeCls
was added to each well. The reducing power was observed by an increase in

absorbance at 655 nm. BHT was used as positive control.

Assays for antibacterial activity

Bacteria provided by the Department of Antibiotics (DA) of the Federal
University of Pernambuco (UFPE), Brazil, in DifcoTM Nutrient Agar (NA) were used to
determine the antibacterial activity of chitosan and six water-soluble derivatives.
Strains of two Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) and
Bacillus subtilis (ATCC 19659) and six Gram-negative bacteria: Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 416), Escherichia coli (UFPEDA 224), Salmonella enteretidis
(UFPEDA 41), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Shigella sonnei (UFPEDA 413)

and Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396) were used for evaluate inhibitory and
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bactericidal effects. All of the bacterial strains were grown and maintained on Mueller-
Hinton agar at 37 °C. The bacteria were subcultured overnight in Mueller-Hinton broth
which was further adjusted in NaCl (0.9% w/v) to obtain turbidity equivalent to 0.5 in
the McFarland scale, when required. The minimum inhibitory concentration (MIC)
which is the minimum sample concentration able to inhibit visible bacterial growth was
determined by microdilution teste of cultered bacteria in Mueller-Hinton broth (NCCLS,
2006). Accordingly, water-soluble chitosan derivates were dissolved in distilled water
and chitosan, in 1% (v/v) latic acid, for each substance were added to Mueller-Hinton
broth for final concentrations of 20-0,020 mgl/mL. 10uL of suspension of test
organisms (10° organisms per ml), (0.01 ml) was added to each Mueller-Hinton broth
dilution. The antibiotic chloramphenicol and kanamycin were used as positive control
for strains of Gram-negative and Gram-positive bacteria, respectively. After 24 hours
of incubation at 37 °C, was added 15ul of resazurin, microbial growth developer dye,
to estimated inhibition effect after 4 hours, through the change of color of the dye
added. Afterwards, cultures that showed inhibition were seeded onto Mueller-Hinton
agar plates and incubated at 37°C for 24 h. The minimum bactericidal concentration
(MBC) corresponded to the minimum concentration of the sample that inhibited 100%

growth. Assays were performed with four replicates.

Statistical analysis

Statistical comparisons of the means values were evaluated by analysis of
variance (ANOVA), using the Origin (version 8; GraphPad Software Inc., San Diego,

U.S.A.) and a P value of <0.05 was considered as the level of statistical significance.

Results and discussion

Characterization of water-soluble chitosan derivatives

The properties of chitosan depend on various intrinsic parameters such as
percentage of degree of deacetylation and degree of substitution and molecular weight
(VINO et al., 2012). The IR spectrum are shown in Figure 7. Chitosan samples had
widely different characteristics, probably due to the presence of -SO3H and —CH2-
COOH groups. The broader band centred in 3400 cm™ of carboxymethyl chitosan
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compared to chitosan reveals a more hydrophilic character, and the occurrence of a
intense band at 1588 cm™ and a moderate band at 1411 cm-1 , attributed respectively
to symmetric and axial asymmetric deformations of COO confirmed the introduction of
carboxymethyl groups (ABREU; CAMPANA-FILHO, 2009). S=O and S-O bonds
appears characteristically at 1265, 1235, 1067 and 807 cm™ (Figure 1) (SUWAN et al.,
2009). The absorption band at around 1650 cm™ of chitosan-glucose and chitosan-
glucosamine had been assigned to the C=N linkage derived from the Schiff base.
Therefore, the absorption band at 1644 cm™ may represent the overlap of the C=0
group and C=N linkage, suggesting that the formation of MRPs in the model systems
via the Schiff base. Schiff bases play a critical role, not only in initiating the Maillard

reaction, but also in its propagation (WU et al., 2014).

Figure 7 - FT-IR spectra of chitosan and derivates samples
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Source: Prepared by the author (2016).

The basic assignment of the chitosan *H NMR is show in Figure 8. H-1
resonance at 4.8 ppm, H-1’ resonance at 4.65 ppm, acetyl-protons (CH3) at 2.0 ppm,
H3-6 ressonance at 3.6-3.9 ppm and H-2 proton resonance at 3.1 ppm (SHIGEMASA
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et al., 2006). The region between 4.05 and 4.55 ppm the resonances are the protons
of 3- and 6-substituted carboxymethyl (-O-CH2-COOH). The resonance signal of the
protons from N-CH2-COOH can be found at 3.25 ppm. The resonance between 3.0
and 3.5 ppm, different from the H-2’ signal at 3.15 shows that the amino groups were
partly carboxymethylated along with the hydroxyl groups (CHEN; PARK, 2003).

Figure 8 - 1H spectrum of chitosan and derivates samples
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Source: Prepared by the author (2016).

NMR assignements for chitosan and its derivates are virtually different, possible
because of the electron withdrawing effect of sulfate and carboxymethyl groups (Figure

9). Since several differect units occur in the structure of carboxymethyl chitosan, the
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splitting of the signals present in the spectrum of chitosan are observed in the spectrum
of carboxymethyl chitosan (ABREU; CAMPANA-FILHO, 2009). According to Zhao et
al (2002), the signal at 180.7 ppm in 13C NMR is assigned to the carboxymethyl
groups, while the one at 177.9 ppm corresponds to the residual acetyl groups of
chitosan. The methylene groups (-CH2-) weak signal appears at 53-57.4 ppm can be
probable assigned to the amino groups as evidence that the carboxymethylation
occurred at the hydroxyl as well as the amino groups of chitosan (ABREU; CAMPANA-
FILHO, 2009).
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Figure 9 - 13C NMR spectrum of chitosan and derivates samples
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Source: Prepared by the author (2016).

The Table 1 summarizes the results obtained by FT-IR, NMR and elemental analysis.



50

Table 1 - Characterization of water-soluble chitosan derivatives

Sample Copolymer Elemental analysis Degree  Substitution
of (N/C ratio)
Sulfation
%C %N %H %S

CH (GlcNAC)o.2 36.97 + 541+ 7.375+ - 0.15/ 6.83
(GlcN)os 0.05 0.02 0.005

CHCM  GlcNac 33.95+ 412 + 543+ - - 0.12/ 8.24
GlIcN 0.035 0.01 0.01
GIcNCH2COO0

CHS GlcNac 24.9 + 475 + 492 + 8.64 0.34 0.19/5.24
GIcN 0.01 0.005 0.06
GIcNS

CHCMS GIcNAc 27.62 + 3.68 £ 4.64 5.10 0.19 0.13/7.5
GIcN 0.13 0.03 0.065
GIcNCH2COO
GIcNS

COos (GlcNAC)o0.21 22.66 + 0.77 £ 6.25 + - - 0.033/29.42
(GlcN)o.79 0.5 0.04 0.1

CH: chitosan; CHS: chitosan sulfate; CHCM: O-carboxymethyl chitosan; CHCMS: O-carboxymethyl
chitosan sulfate; COS: chitooligosaccharide.
Source: Prepared by the author (2016).

Cytotoxity Assay

The chitosan derivatives did not exert any significant toxic effects on the HEp -
2, NCI- H292, HL -60 human tumor cell lines, after 72 h of treatment (p < 0.01). The
percent of maximum inhibition is shown in Figure 10. These data are consistent with
Muzzarelli (2009) stating that chitosan presents cytocompatibility, this characteristic
has been proven in vitro with myocardial cells, endothelial dysfunction, epithelial,
fibroblasts, hepatocytes, chondrocytes and keratinocytes. This property also seems to
be related to the increase in the positive charge of the polymers, since it has been
proven that the interactions between chitosan and the cells increased greatly, due to

the presence of free amino groups, this fact also explains its low toxicity.
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Figure 10 - The inhibition effect of water-soluble chitosan derivates (25 pg/mL) in human tumor cell lines
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Doxorubicin: Doxorubicin chloridate; CHS: chitosan sulfate; CHCM: O-carboxymethyl chitosan;
CHCMS: O-carboxymethyl chitosan sulfate; CH-Glc: chitosan—glucose; CHGIcN: chitosan-glicosamine;
COS: chitooligosaccharide.

HEp -2: human larynx carcinoma; NCI- H292: human pulmonary mucoepidermoid carcinoma; MCF-7:
human breast adenocarcinoma cell line; HL -60: acute promyelocytic leukemia.

Source: Prepared by the author (2016).

Antioxidant activities

DPPH is a chromogen-radical-containing compound that has a proton free
radical, this radical is scavenged by antioxidants through the donation of hydrogen to
form DPPH-H molecule (SHON et al., 2003; SUN et al., 2008).

The scavenging ability of water-soluble chitosan derivates on DPPH radicals
was depicted (Figure 11). The order of the scavenging ability of chitosan derivatives
was as follows: CHS = CHCMS > CHGIc > CHCM > CHGIcN > CH > COS, with 50%
inhibition concentrations (IC50) of 0.1, 2.1,4,5,10 and 15mg/mL, respectively. The
BHT, a commonly used natural antioxidant, showed a high ability of 100%, with IC50
of 0.0005mg/mL. No significant difference was observed in activity of samples CHS,
CHCMS and BHT; CHCM and CHGIcN; COS and CH at a concentration of 20mg/ml
(p <0.05). CHS and CHCMS showed excellent scavenging activity on DPPH radicals,
100% at 0.3mg/mL, similar to the activity of BHT, and exhibiting higher activity
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compared to the chitosan and the other derivatives. This result was in accordance by
Xing et al. (2005) with commercial sulfated chitosan of C3sand Zhao et al. (2011) with
N,O-carboxymethylated chitosan from squid cartilage. CHGIc and CHGIcN also
showed high scavenging abilities, 90.1% and 65.5 at 10mg/mL, respectively. Phisut et
al. (2013) evaluated Maillard reaction products (MRPs) from four model systems
including chitosan-glucose, fructose, maltose and lactose and concluded the MRPs
derived from Glc showed greater scavenging activity on DPPH radicals compared to
MRPs derived from other sugars. Li et al. (2013) and Phisut et al. (2013) attributed the
high radical scavenging activity of the conjugates to the advanced Maillard reaction
product melanoidins and hydrogen transmission by OH or NHz groups in the pyranose
rings. CH and COS showed similar activities, whereas Wu et al. (2014) observed
different scavenging activity of chitosan and chitooligosaccharides, despite the two
were lower than the present study. Samar et al. (2013) identified increasing of the
antioxidant activities correlated with chitosans of higher DD and more amino groups
on C2. Siripatrawan et al. (2010) reported that the scavenging mechanism of chitosan
is related to the fact that free radical can react with the residual free amino (NHz) groups

to form radicals.
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Figure 11 - Scavenging activity on DPPH radicals of water-soluble chitosan derivates from of L.
vannamei
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Source: Prepared by the author (2016).

Many radical reactions can be formed from ferrous iron (Fe?*) by virtue of its
ability to transfer single electrons, starting even with relatively non-reactive radicals.
Thus, the iron chelators are important because they are involved in the mobilization of
this ion for the formation of soluble and complexes (ADJIMANI; ASARE, 2015). The
chelating ability of water-soluble derivatives on ferrous was depicted in Figure 12. The
derivates CHS, CHCMS and CHCM showed excellent chelating ability with high levels
in almost all concentrations. The COS showed ability concentration-dependent. The
chelating effects of CHGIcN and CHGIc were low and unmodified chitosan not effective
ion-chelating. The values of the concentration of chitosan samples and EDTA at which
the chelating effect was 50%, was as follows: 0,018, 0.05, 0.078, 0.4, 7.0 of EDTA,
CHS, CHCMS, CHCM and COS, respectively. At 10mg/ml, no significant difference
was observed for CHS, CHCM, CHCMS, and COS; CHGIcN and GlIcN; CH, CHGIc
and Glc (p <0.05).
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Figure 12 - Chelating ability on ferrous ions of water-soluble chitosan derivates from of L. vannamei
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Source: Prepared by the author (2016).

Zhao et al. (2011) found similar chelating effects of N,O-carboxymethyl chitosan
from squid cartilage in different degrees of substitution, they believed that this activity
is due the binding of the carboxyl group on ferrous ion. Huang et al (2006) did not
observed chelating ability of COS and its derivatives with higher substitution degree of
carboxyl or quaternized amino groups. However, in present study, increased activity of
this derivative was observed, which reached 90% inhibition at 20mg/ml. The metal ion-
chelating effect of chitosan and its Maillard reaction products was related by Chang et
al. (2011) that obtained activity with chitosan-glucose 9% at 10mg/mL. The authors
stated that some extra functional groups, such as amino groups from saccharides,
might have contributed to the chelating capacities of samples, despite, in present

study, no statistical difference in chelating ability of these derivatives and their
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associated sugars was observed. The low activity of unmodified chitosan in this study
are similar to findings by Xing et al. (2005b), Zhao et al. (2011) and Vino et al (2012).

Reducing power assay has been used to evaluate the stability of antioxidants
to donate electrons (PHISUT et al., 2013). The antioxidant activity of a compound has
been attributed to various mechanisms, among which are prevention of chain initiation,
binding of transition metal ion catalysts, decomposition of peroxides, reductive
capacity, and radical scavenging (FENG et al., 2007). The antioxidant capacity of the
chitosan’s was also evaluated by the measurement of reducing power, as shown in
Figure 13. The derivative CHGIcN showed reducing power more pronounced than the
other samples and its activity improved with increasing concentration. COS, CHS and
Glc showed no activity (p <0.05). The order of the reducing power of chitosan and their
derivatives was as follows: CHGICcN > CHCM > CHGIc > CH> CHCMS, with
absorbance of 1.32, 0.26, 0.17, 0.1 and 0.04 respectively, at 10mg/mL.

Figure 13 - Reducing Power of water-soluble chitosan derivates from of L. vannamei
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Source: Prepared by the author (2016).
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Li et al. (2013a) evaluated the effect of chitosan molecular weight and MPRs,
the conjugates showed an increase reducing power when prolonging the heating time,
chitosan-maltose reached maximum of 0.2 at 15min and 1-1.2 at 360 min of reaction
in the concentration of 10mg/ml, reaching higher power than derivative of lower
molecular weight. There was no remarkable reducing activity of chitosan and maltose
alone. The increase reducing power when prolonging the heating time was found by Li
et al. (2013b) with chitosan-xylan. Reducing power of 0.2, 0.4 and 0.6 in the different
heated times at 60 min, 120 min and 180 min, was observed, respectively. While no
noteworthy reducing activity was exhibited for chitosan alone, these results were
similar with Wu et al. (2014) who obtained maximum activity close to 1.0 with chitosan-
xylan, at reaction time of 240 min. Phisut et al. (2013) observed changes in reducing
power of different MRPs systems model of chitosan-sugar and heating time. Their
results also indicated the involvement of the amino group and carbonyl group of sugar
in the formation of MRPs derived from chitosan-sugar during heat treatment. The
reducing power activity for Carboxymethyl chitosan was previously observed in studies
by Zhao et al. (2011) with chitosan prepared from squid cartilage that exhibit maximum
activity of 0.21 for the derived DS of 1.33-1.59. The derivative CHCMS in present
study showed low activity compared with CHCM and slightly larger than CHS, because
of the contribution of the carboxymethyl group, since the sulfate group did not evidence
reducing power. Low potential of the sulfate group in the chitosan derivatives was also
reported by Yen et al. (2007) with chitosan sulfated from crab shells, Vino et al. (2012)
with chitosan from Cuttlebone of Sepia aculeate Orbigny, and Xing et al. (2005a) with
sulfated samples in carbon C3, C6 and C2,3,6. Xing et al. (2005b) observed increase
in the activity of this derivative correlated with the DS, increasing concentration and
decrease molecular weight. The low reducing activity of CH and COS was also
observed by, Yen et al. (2008) with crab chitosan and Wu et al. (2014) with
chitooligosaccharides produced by neutral protease from Bacillus subtilis, respectively.

The different derivatives obtained in the current study showed different activity
in performance. Sun et al. (2008) and Zhao et al. (2011) related that the charge
properties of substituting groups may affect the antioxidant activity of the chitosan
derivatives However, the effect of properties of substituting groups is not always
positive, due to, two factors: firstly, the substitution will reduce the amount of active
amino and hydroxyl groups in the polymer chains; secondly, the substitution may partly

destroy the intermolecular and intramolecular hydrogen bonds.
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Antibacterial activity

The antibacterial activity of water-soluble chitosan derivates was determined by
MIC and MBC. The values obtained are shown in Tabela 2. The results indicated the
presence of activity in all water-soluble chitosan derivates, with the exception of CHCM
and COS, which proved inactive against most bacteria evaluated. The results varied
between types of chitosan and different microorganisms. Glucose and glucosamine
were also examined and, as expected, showed no activity, indicating that the inhibition
values of derivatives produced by the Maillard reaction does not result only from the

associated sugar but yes, by the junction.

Table 2 - Antibacterial activity, MIC (mg/mL) and MBC (mg/mL) of water-soluble chitosan derivates
against various microorganism

Bacteria CH CHS CHCM CHCMS CHGIc CHGIcN COS

Ml MB MI MB MI MB MI MB MI MB MI MB Ml MB
C C C C C C C C C C C C C C

S. aureos 10 10 5 10 - - 5 10 5 6.6 5 6,6 - -
B. subtilis 10 >10 10 >20 - - 10 >20 06 06 25 25 - -
E. coli 10 >20 5 >20 5 >5 5 >20 5 >10 5 >10 5 >20
K. penumoniae 10 >20 10 20 - - 10 20 10 >10 10 >10 - -
P. aeruginosa 10 20 5 5 - - 5 >20 25 >10 5 10 - -
S. sonnei 0,6 20 10 20 10 10 10 10 25 25 5 >10 - -
S. enteretidis 10 >20 5 >20 - - 5 >20 10 >10 10 >10 - -
V. parahaemolyt 10 >10 5 >20 - - 5 >20 10 >10 5 >10 - -

CHCM: O-carboxymethyl chitosan; CHS: chitosan sulfate; CHCMS: O-carboxymethyl chitosan sulfate;
COS: chitooligosaccharide; CH-Glc: chitosan—glucose; CHGIcN: chitosan-glicosamine.

-: Not detected

Gram-positive (+) and Gram-negative (-) bacteria.

MIC: minimum inhibitory concentration corresponded to the minimum sample concentration that
inhibited visible bacterial growth.

MBC: minimum bactericidal concentration was determined as the highest dilution (lowest
concentration) at which no growth occurred on agar plates.

Source: Prepared by the author (2016).

There was no apparent difference in the activity of the derivatives with respect
to the Gram-positive and Gram-negative strains. Similar results were found by Wang
et al. (2004) with chitosan complexed to zinc and Samar et al. (2013) with chitosan
from Egypt shrimp, noting also greater inhibition potential compared to the commercial
chitosan. The unmodified chitosan showed inhibition at 20mg/mL concentration for

almost all the microorganisms and MBC of 10 to >20mg/mL. Most water-soluble
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chitosan derivatives obtained in this study showed better activity compared to
unmodified chitosan as observed by Kumar et al. (2005), Chung et al. (2005), Du et al.
(2009), Sun et al. (2006 ), Zhing et al. (2009 ). The COS produced with enzymatic
hydrolysis showed no activity. Wu et al. (2014) explains the relatively weak activity
from chitoligosaccharides may occur by the loss or partial reduction of the content of
amino groups in the chain during the hydrolysis process. The products of the Maillard
reaction, CHGIc and CHGIcN, showed very similar activity with MIC range of 0.63 to
10g/mL and MBC, 0.63 to >10mg/mL. However, Chung et al. (2005) observed different
levels of activity between chitosan-maltose, chitosan-glucose, chitosan-fructose and
chitosan-glucosamine. Chitosan-glucosamine was more effective than the other
derivates evaluated at a concentration of 0.18 to 0, 9mg/mL against E. coli and S.
Aureos. Rolle et al. (2002) reported that the bactericidal effect of Maillard reaction
products is dependent on concentration, and that the minimum inhibitory
concentrations of chitosan vary widely, of 0.01% to 1.0%(w/v).

CHS showed inhibition for all tested microorganisms, with MIC switching
between 5 and 10mg and MBC of 10 to > 20mg/mL. There are no reports of the
antimicrobial activity of this derived type. The CHCMS, despite having chemical groups
in its structure from two different reactions by changing the density of initial charge and
their conformation, showed great similarity to the activity presented by CHS, and
therefore more bioactive than the CHCM. CHCM exhibited inhibition against two
Gram-negative bacteria E. coli and Shigella sonnei at a concentration of 5 mg/mL,
10mg/mL also MBC >5 and 10mg/ml, respectively. However, showed no activity
against the six other bacteria. Fouda et al. (2013) also found no activity against
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and the yeast
Candida albicans. Upadhyaya et al. (2013) studied the antimicrobial activity of N,O-
carboxymethyl chitosan with E. coli and showed that the inhibitory activity follows the
order of O-carboxymethyl chitosan > chitosan > N,O-carboxymethyl chitosan. The low
activity in the last is due the small number of groups amino protonated. Once the amino
group received carboxymethyl group, this cannot be protonated, reducing the
polycationic character of the structure which has been reported to be the key to their
activity. Therefore, the low activity of CHCM of the present study occurred because the
added group N,O-carboxymethyl did not provide sufficient charge to provide
electrostatic interaction with the bacteria.
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Sun et al. (2006) observed that the chemical groups added, acts synergistically
on the activity effect of chitosan, resulting a positive point or, on the contrary, when the
polycationic character of chitosan is private or reversed, the corresponding
antibacterial capacity will be weakened or lost. The amount of NH2 groups, molecular
weight, DD, DS, the sample concentration and the pH of the environment are factors
that can affect the antimicrobial activity of the polymer (SAMAR et al, 2013;
UPADHYAYA et al, 2013). According to Kong et al. (2010), the antibacterial
mechanism of chitosan is the result of a series of reactions that starts with the
interaction of the polysaccharide with the cell surface of the bacteria, causing a
destabilization of the cell membrane and consequently malfunctioning of the cell,
followed by leakage of intracellular important substances and, ultimately, cell death.
The structure of the molecule is primarily responsible for the efficiency of these

reactions.

Conclusion

The water-soluble chitosan derivates obtained from L. vannamei shrimp heads
did not present cytotoxicity and showed potential to contribute significantly towards the
antioxidant activity. Further chitosan derivates also exhibit bacteriostatic effect. The
results of the present study indicated water-soluble chitosan derivates obtained from
by-products of shellfish processing, abundant and inexpensive materials, exhibits
interesting functional properties and may be considered as an alternative ingredient or

supplement in the food, biomedical, pharmaceutical and biotechnological approaches.
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RESUMO

A criopreservagcdo do sémen tem um desempenhado papel primordial no
desenvolvimento das tecnologias de reprodugédo assistida nos ultimos anos. No
entanto, alguns fatores inerentes ao processo, estimulam a geragdo de espécies
reativas de oxigénio e comprometem a integridade estrutural e funcional dos
espermatozoides. Quitosana e seus derivados sao citocompativeis e demonstraram
ter propriedades antioxidantes atuando contra diferentes espécies de radicais
instaveis. No presente estudo, foi avaliado o efeito da suplementacéo do diluidor de
refrigeracdo do sémen ovino com derivados hidrossoluveis de quitosana contra os
danos ocasionados aos espermatozoides. O sémen de carneiro foi preservado em
diluente Tris-gema de ovo com adigao de diferentes quitosanas soluveis e seus efeitos
sobre a sobrevivéncia e a funcionalidade de espermatozoides nos tempos de
armazenamento 0, 24, 48, 72 e 96h foram avaliados. A adicdo das quitosanas soluveis
melhorou significativamente os parametros de motilidade, estabilidade e viabilidade
espermatica (p <0,05). Estes resultados sugerem que a inclusdo dos derivados
hidrossoluveis de quitosana ao diluente de refrigeragcado pode contribuir para a redugao

dos danos do processamento e preservagao de espermatozoides ovinos.
Palavras-chave: Quitosana. Criopreservacao. Espermatozoides. Sémen. Ovinos

Introducéo
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A reproducao animal tem sido alvo de intensos estudos, promovendo avancgos
cada vez mais explorados em seu aspecto aplicado, dente eles, a criopreservacao de
sémen, principalmente de animais de producao, pois promovem incremento produtivo
contribuem significativamente com a oferta de alimentos em escala global
(MOSCARDINI et al., 2014).

A tecnologia de sémen refrigerado é estudada com o intuito de manter o
potencial fertilizante do espermatozoide por varios dias, possibilitando o transporte de
material genético através de longas distancias com baixo custo e maior seguranca,
preservando a integridade fisica do animal e evitando o risco de propagacdo de
doencas, através da erradicacao do contato direto entre macho e fémea (CARNEIRO
et al., 2012; GIBB; AITKEN, 2016). Embora possibilite o desenvolvimento da industria
animal, esta técnica sofre limitacdes em virtude dos efeitos prejudiciais da baixa
temperatura sobre as células espermaticas, pois constitui evento atipico e estressante
sobre as células, com estimulo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(SILVA; GUERRA, 2012; GOMEZ-TORRES et al., 2017). As ROS desencadeiam uma
cascata de peroxidacdo lipidica, causando lesées na membrana plasmética, com
perda de fluidez e de sua capacidade de regular a concentracao intracelular de ions
envolvidos no controle do movimento espermatico, causando, por fim, perda da funcéo
de fertilizacdo (NICHI, 2003; MAIA; BICUDO, 2009). Diante desta realidade, tem se
buscado o aperfeicoamento desta biotécnica reprodutiva com a adicdo de
antioxidantes (GUERRA et al., 2012).

A quitosana é o unico polimero catidnico pseudo-natural e, apesar de ser
encontrado em algumas espécies de fungos, sua maior fonte disponivel e
economicamente viavel é a partir do processo de desacetilagdo da quitina,
biopolimero abundante nas carapacas de crustaceos originadas do processamento
industrial de frutos do mar (CANPANA-FILHO et al., 2007; CAHU et al., 2012,
ARANCIBIA et al., 2014). A quitosana possui uma variedade de propriedades fisico-
quimicas e biolégicas, tais como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, antitumoral,
anti-angiogénica, antibacteriana, antifungica, cicatrizante, anti-inflamatéria e
antioxidante (SUN et al., 2008; MUZZARELLI, 2009; ZHONG et al., 2010; ZHAO et al.,
2011; CHO etal., 2011; VINO et al., 2012; UPADHYAYA et al.; LI et al., 2013; GARCIA
et al., 2015). Estes atributos tem tornado atraente seu uso em diversas aplica¢cdes nos
campos farmacéuticos e médicos, principalmente quando sédo considerados seus

derivados hidrossolaveis, que conferirem maior solubilidade e funcionalidade a este



66

polissacarideo. No entanto, nenhuma informacao sobre a influéncia da quitosana na
sobrevivéncia e funcionalidade de espermatozoides criopreservados esta disponivel
na literatura. Portanto, no presente estudo, derivados hidrossolUveis de quitosana
foram preparados e seu efeito no sémen submetido ao processo de preservagao por

refrigeracao foi investigado.

Material e métodos

Animais

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Processo
n°23082.026480//2017-28 Ceua-UFRPE). Foram utilizados quatro ovinos da raca
Santa Inés, sexualmente maduros, com historico de fertilidade, alojados no biotério do
Hospital Veterinario da UFRPE (Brasil) (08 + 03’14” S, 34 ° 52’ 52” W), submetidos a
manejo intensivo, alimentados com feno de capim Tifton e 400g/dia de racéo

comercial, além de suplementac&do mineral e agua ad libitum.

Colheita e Avaliacdo do Sémen

Foram realizadas cinco coletas de sémen por animal, em intervalos de 48
horas, para um total de 20 ejaculados. Os ejaculados foram obtidos pelo método da
vagina artificial usando uma fémea como manequim. Imediatamente apos a coleta, as
amostras de sémen foram avaliadas subjetivamente em microscépio Optico de
contraste de fase (100x; Olympus, Téquio, Japao) para movimento de massa, vigor e
motilidade. Cada ejaculado foi avaliado separadamente e somente ejaculados com
movimento de massa e vigor = 3 e valores de motilidade = 70% foram utilizados para
a formacao do pool (n = 5). Ap6s a formacao do pool, aliquotas foram retiradas para
leitura da osmolaridade (mOsmol/L) (VAPRO® Vapor Pressure Osmometer, Modelo
5600, Franca), mensuracao do pH (0-14; mediante uso de fitas reagentes) e diluidas
na proporcao de 1:400 de solucéo salina formolizada a 1% (v/v), para se estabelecer

a concentracdo de espermatozoides em Camara de Neubauer.

Preparacado de derivados hidrossolUveis de quitosana
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Quitosana foi obtida a partir de residuos do processamento de camardes. As
matérias-primas foram doadas por uma unidade local de processamento de pescado
(Netuno Ltda., Pernambuco, Brasil) e levadas imediatamente para laboratorio em gelo,
atadas em sacos de plastico de 0,5 kg e congeladas a -20 ° C até utilizacdo. A
metodologia para obtencéo e purificacdo de quitosana foi realizada de acordo com o
método de Cahu et al. (2012). Em seguida, a amostra foi liofilizada para se obter um
pdé branco fino. Para a preparacdo dos derivados hidrossoltveis, foram realizadas
diferentes reacdes de modificacdo quimica: quitosana sulfata foi preparada de acordo
com Mariappan et al. (1999), quitosana Carboximetilada, conforme relatado por
Ramesh et al. (2004), e os quitooligossacaridos a foram obtidos por hidrélise

enzimatica com pepsina géastrica suina, de acordo com Roncal et al. (2007).

Diluicdo e Refrigeracdo do sémen

O diluidor de Tris-gema de ovo (375 mM Tris, 124 mM de acido citrico, 41,6 mM
de frutose, 20% de gema de ovo, pH 6,8 foi preparado e dividido para a formacédo de
grupos experimentais, de acordo com o tipos de quitosana, na concentracao final de
15ug/mL: Control = diluidor Tris-gema sem adicdo de quitosana; ChS = diluidor Tris-
gema + adicdo de quitosana Sulfatada; ChCm = diluidor Tris-gema + adicdo de
quitosana Carboximetilada; ChCmS = diluidor Tris-gema + adigdo de quitosana
Carboximetilada e Sulfatada; Oligo = diluidor Tris-gema + quitooligossacarideo. Os
diluidores preparados foram submetidos a leitura da osmolaridade (mOsmol/L) e
mensuracao do pH antes da adicdo das amostras de sémen. O pool de sémen foi
diluido em todos os grupos para uma concentragéo final de 200 x 108 espermatozoides
mL1. Amostras de cada grupo experimental foram colocadas em tubos de
microcentrifuga (0,25 mL), etiquetados e acondicionadas em refrigerador (a 5°C) até
0 momento da analise. Para maior controle da temperatura de refrigeracdo, foi

colocado um termémetro digital, com visor externo.

Avaliacdo dos parametros espermaticos

Quando a temperatura das amostras atingiu 5 °C (2 horas apos refrigeracao),

foi determinado o tempo O (Ton) e os parametros do sémen foram avaliados. As
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analises subsequentes foram realizadas 24 (T24n), 48 (Tash), 72 (T72n) € 96 h (Tosh)
depois. Aliquotas de cada grupo experimental foram aquecidas em banho-maria (37
°C durante 5 min), quando atingiram os tempos pré-estabelecidos e analisados quanto

aos diferentes parametros, como descrito a seguir.

Cinética espermatica

A cinética espermatica foi avaliada através do Sistema Computadorizado de
Andlise de Esperma (CASA, SCA™, Microptics, SL, Verséo 5.1, Barcelona, Espanha).
Aliguotas de cada amostra (3,0 pL) foram analisadas individualmente sobre lamina
coberta com laminula (18x18 mm), ambas pré-aquecidas a 37 °C e examinadas em
microscépio de contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Jap&o) com objetiva de 10x,
acoplado ao sistema CASA. As imagens dos espermatozoides foram capturadas com
Camera de video (Basler Vision Tecnologie™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) com
aumento de 100x. Foram capturados pelo menos 300 espermatozoides por amostra,
em cinco campos aleatérios ndo consecutivos, selecionados pelo mesmo operador.
Os parametros fornecidos pelo programa e considerados no estudo, foram: motilidade
total (TM; %), motilidade progressiva (PM; %), rapidos (RAP; %), velocidade curvilinea
(VCL; um/s), velocidade em linha reta (VSL; um/s), velocidade média da tragetdria
(VAP; um/s), linearidade (LIN; %), retilinearidade (STR; %), indice de oscilacao (WOB;
%), amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH; um) e frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF; Hz). Os parametros do sistema CASA foram mensurados com
0S seguintes ajustes: temperatura, 37 °C; ampliacdo, 100x; numero de imagens, 25;
imagens por segundo, 25; area da cabeca, 20-70 pm?; VAP: lento10um/s < médio 45
um/s < rapido 75 pum/s; progressividade, 80% STR; e circular, 50% LIN.

Integridade de membrana, viabilidade e estabilidade espermatica

Em cada andlise, aliquotas de 50 mL de sémen (200 x10° espermatozoides mL"
1) foram diluidas em 1 mL de PBS (solucédo salina tamponada com fosfato, livre de
Ca*™ e Mg* 2, Dulbecco) e centrifugadas (600 g/10 min) para retirada do diluidor e
debris celulares. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso
em 40 uL de PBS.
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Para a avaliacdo de a integridade de membrana plasméatica e acrossomal
(IMPA), as amostras foram coradas por adicdo de 5,0 pL de FITC conjugada a Peanut
aglutinin (FITC-PNA, 0,04 mg/mL em PBS) e 5,0 puL de lodeto de propidio (IP: 0,1
mg/mL em PBS), fixadas com 5,0 puL de paraformaldeido a 4%, incubadas por um
periodo de durante 5 minutos a temperatura ambiente e avaliadas.

Para analise de viabilidade e estabilidade da membrana, as amostras foram
coradas por adicao de 5 pL de Yo-Pro-1 (YP: 2,5 uM em PBS) e incubadas a 37 °C
por 15 minutos. ApoOs essa etapa, foi adicionado 5 pL de Merocianina 540 (M540:
270uM em PBS), fixadas com 5,0 uL de paraformaldeido a 4%, incubada por um
periodo de durante 5 minutos a temperatura ambiente e avaliadas.

As andlises foram realizadas utilizando citdmetro AmnisimageStream® Mark I
(EMD Millipore Corp., Seattle, Washington) equipado com um microscopio com a
objetiva de 60 x (0,5 um resolucéo pixel) com uma taxa de imagem de 5000 células/s.
O tamanho das células foi de 7,0 um e a velocidade de fluxo foi de 44 mm/s. As
amostras foram analisadas com um laser de 488 nm e foram coletados 5000 eventos
para todas as amostras. As imagens de campo claro foram coletadas usando um
iluminador de campo brilhante baseado em LED. O FITC-PNA e o YP foram recolhidos
no canal 2 (505-560 nm), M540 no canal 3 (560-595 nm) e o IP foi recolhido no canal
5 (640-745 nm). Para adquirir imagens brutas, o Software INSPIRE ® foi utilizado, e
a andlise de imagem foi realizada usando o software de anélise de imagem IDEAS®
6.0. Foram consideradas as células seguintes: células com membranas acrossomal e
plasmatica intactas, ndo coradas (PNA-/PI-), células com membranas acrossomal
danificada e plasmatica intacta, coradas apenas com FITC-PNA (PNA+/PI), células
com membrana acrossomal intacta e membrana plasmatica danificadas, coradas
apenas por IP (PNA-/Pl+) e células com membrana acrossomal e plasmaticas
danificadas, duplamente coradas (PNA+/PI +). Na analise de viabilidade e estabilidade
de membrana, as células viaveis com membrana plasmatica estavel foram as que néo
foram coradas (YP-/M540-), as células vidveis com membrana plasmética instavel
foram coradas apenas por M540 (YP-/M540+), e as células coradas pelo YP foram
classificadas como inviaveis (YP+/M540+ e YP+/M540-).

Analise estatistica
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Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o Origin 8 (versao 8.1,
2009). Os dados foram testados para normalidade e homogeneidade da variancia
usando o método de Kolmogorov-Smirnov e Brow-Forsythe test, respectivamente. A
influéncia das quitosanas sobre os parametros de qualidade seminal foram testadas
por analise de variancia (ANOVA) para mensuracdes repetidas, seguidas pelo teste
de comparacdo mdultipla de Tukey. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo da média e as diferencas foram consideradas significativas quando P
<0,05.

Resultados

Os ejaculados apresentaram volume médio de 0,91 mL, cor branco
opalescente, aspecto cremoso a leitoso, motilidade total (TM) de 78,7+6,56%,
motilidade progressiva (PM) 29,3+ 6,28%, pH 7 e 476,28 mOsmol/L.

Os diluidores preparados (Control, ChS, ChCm, ChCmS e Oligo) apresentaram
0S seguintes valores de osmolaridade: 482 mOsmol/L; 476,5 mOsmol/L; 465,5
mOsmol/L; 475 mOsmol/L; e 453,5 mOsmol/L, respectivamente. Todos os diluidores
apresentaram pH na faixa 7,0.

A capacidade de autofluorescéncia dos derivados elaborados foi avaliada por
citometria de fluxo, a fim de verificar se 0s mesmos poderiam interferir nas emissdes
das sondas fluorescentes utilizadas nos testes de integridade de membrana,
viabilidade e estabilidade espermatica. Nenhuma emissdo de fluorescéncia
qguantificavel foi expressa.

Os efeitos da suplementacdo do diluidor com os diferentes derivados
hidrossollveis de quitosana nos parametros de cinética espermatica sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Anadlise da cinética espermatica sémen de carneiros em diluidor suplementado com ou sem
derivados hidrossoluveis de quitosana, apds acondicionamento refrigerado nos tempos 0 (Ton), 24
(T24n), 48 (Taen), 72 (T72n) € 96 hs (Tosh)

Tempo de Avaliagao

Grupos
Parametros
Ton T24n Tasgn T72n Toen
Control 68,7 £2,2 63,9 £ 3,0 64,3+114 67,8 +5,8 57,6 £ 13,1
ChS 69,5+4,2 70,4 £5,8 70,7 £9,8 64,8 +£9,0 66,6 £ 6,7

T™ (%) ChCm 71,359 67277 70,2+6,7 67,9+5,6 63,7 +10,7
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ChCmS 66,7 +7,6 60,7 £ 11,1 66,4 + 10,9 54,9+9,9 62,9+4,1
Oligo 67,9+34 67,9+9,3 64,5+24 65,8+7,9 59,8 +8,4
Control 24,4 £1,9° 34,2+6,5 36,7 £6,8 40,5 + 3,82 32,4 +£13,5
ChS 253+29% 387+7,0 44,8 + 8,1 36,3+ 3,7° 435+5,7
PM (%) ChCm 28,7+1,9%  38,0t5,1 445+4,0 41,3+1,6% 412+7/1
ChCmS 30,5 + 3,62 37,9+6,4 42,4+4,8 35,1+2,7° 34,4 +3,6
Oligo 29,1+3,1% 356+3,2 36,7 +3,7 38,8 £3,4% 35,2+6,6
Control 48,5+ 5.1 36,3+6,02 31,8107 31,1+£4,0 20477
ChS 452+8.2 48,7 +9,2° 30,254 29,6 +8,0 25983
RAP (%) ChCm 43,1+8.6 30,0+7,1° 334+7,2 255+6,3 21,1+9,2
ChCmS 38,4 +9.2 29,4+8,8° 37,9+4,0 21,9+10,0 23,1+99
Oligo 40,3 +4.1 35,0+ 6,7% 31,0+9,3 36,3 + 11,9 30,0 +12,7
Control 135,1+4,4% 106,4 £52° 114,1+£10,3 107,145 93,7 10,1
VCL (um/s) ChS 1425492 1319472 108,0 +4,2 106,0 £ 5,8 104,3+7,3
ChCm 126,1£4,6° 110,2+9,3% 105,8+5,9 101,5+6,8 95,5+3,8
ChCmS 1355+7,2% 113,8+3,7% 107,4 +4,3 97,5+ 9,6 104,3+6,8
Oligo 129,2+4,9% 1224 +8,7° 106,9 + 6,1 102,7 £ 5,1 102,6 + 3,5
Control 55,7+1,2 55,8 +4,5 56,0 + 6,3 55,8+2,9% 536+0,9
ChS 58,945 60,3+2,3 57,5+31 55,3+1,9% 584 +64
VSL (um/s) ChCm 59,2+4,0 58,1+14 576+4,3 54,4+23% 571+6,2
ChCmS 55,0+3,0 60,0 + 3,8 61,3+2,6 50,4 + 2,9° 56,9 +6,0
Oligo 55,9+3,3 58,6 + 5,6 59,0+ 6,8 61,2 + 5,02 63,9 6,2
Control 85241 72,8 +3,8 69,679 72,2+48 61,8+ 10,3
VAP (um/s) ChS 82,772 82,7+1,8 69,4 +3,8 71,3£7,6 69,9 £ 6,1
ChCm 79,375 77473 71,051 69,2+5,0 67,7 +8,2
ChCmS 80,7+4,6 76,1 +5,3 75025 67,0 +10,2 67,973
Oligo 78,2+6,2 75374 70,5 +8,2 74,0 £6,2 74,3+ 10,8
Control 41,1+£3,0 52,2+3,7 51624 53,6 +4,6 48,5+6,0
LIN (%) ChS 42,118 47,7 £ 3,7 56,1+ 5,2 53,7 1,7 54,2+4,38
ChCm 44,8 + 3,4 45,1 +6,5 53,56+2,6 53,8 +4,5 56,0 + 3,5
ChCmS 44,8 +4,9 49,6 +2,0 57,2+3,8 52,9+2,6 53,0+ 5,1
Oligo 45,9+0,8 48,7 1,6 53,1+4,1 53,4 +2,1 56,7 +4,8
Control 69,9 +2,24 78,6 +3,0 80,6 2,0 82,1+1,3 76,2+ 3,6
ChS 68,9 + 3,74 74,5+ 3,8 82,5+35 82,6 +0,9 81,924
STR (%) ChCm 70,8 + 3,51 71,9+6,5 81,1+238 816+18 81,717
ChCmS 73,2217 77407 83,1+3,8 81,7+0,8 80,7 + 3,1
Oligo 74,0+ 1,94 80,6 +2,8 81,111 84,5+3,2 83,0 +3,0
Control 61,004 64,0 + 3,3 64,1+2,2 65,9+4,0 61,3+6,4
ChS 61,2+1,3 68,124 67,935 66,0 + 1,6 66,0 + 5,2
WOB (%) ChCm 63,2+1,9 63,9+27 659+1,2 66,6 +4,2 68,6 + 3,6
ChCmS 61,7+45 63,6 +1,2 69,0+2,6 62,9+25 65,8+4,3
Oligo 62,8 +1,3 62,7 +1,0 65,6 +4,2 67,9+24 69,3 +5,6
Control 4,4+0,4 41+0,2 3,7+0,1 3,6+£0,2 41+£03
ChS 47+05 41+0,2 34+0,1 34+03 34+04
ALH (um/s) ChCm 44+03 3,8+04 3,6 +0,1 34+04 3,3+0,6
ChCmS 47+03 3,7+0,1 3,6+0,2 34+03 36+03
Oligo 43+0,3 40+04 35+0,2 34+03 33+£0,3
Control 13,7+0,5 14,5+ 0,3 14,5+0,3 14,6 £ 0,6° 13,8 1,1
ChS 13,6 +0,5 14,4 +0,5 14,9+0,3 15,2 + 0,3% 14,3+0,8
BCF (Hz) ChCm 13,8+0,2 14,1+ 0,5 15,0+ 0,3 15,1 + 0,3% 14,4 +0,8
ChCmS 13,9+0,2 14,6 +0,2 14,9+0,5 15,6 + 0,32 14,3+0,8
Oligo 14,2 + 0,3 14,4 + 0,4 15,1+ 0,6 15,1 + 0,32 152+ 0,2

Control: diluidor Tris-gema de ovo sem os derivados de quitosana, ChCm: diluidor Tris-gema de ovo
com quitosana carboximetilada, ChS: diluidor Tris-gema de ovo com quitosana sulfatada, ChCmsS:
diluidor Tris-gema de ovo com quitosana carboximetilada e sulfatada, e Oligo: diluidor Tris-gema de
ovo com quitooligosacarideos.
TM, motilidade total; PM, motilidade progressiva; RAP, rapidos; VCL, velocidade curvilinea; VSL,
velocidade em linha reta; VAP, velocidade média da tragetoria; LIN, linearidade; STR, retilinearidade;
WOB, indice de oscilagdo; ALH, amplitude de deslocamento lateral da cabeca; BCF, frequéncia de

batimento flagelar cruzado.

Letras mindsculas distintas (a, b, c) quando presentes denotam diferencas estatistica entre tratamentos
(P <0,05) dentro de cada tempo.
Fonte: Elaborada pela autora (2018).
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Os dados apresentados na Tabela 3 revelaram que a adicdo dos derivados
hidrossoluveis de quitosana ao diluidor de refrigeracao influenciou o comportamento
dos espermatozoides de carneiro em alguns parametros. Na avaliagdo PM houve
diferenca (P <0,05) entre grupo ChCmS e o grupo controle em Ton, sendo 0 grupo
suplementado com o derivado de quitosana sulfatada o que apresentou maior
porcentual de células com movimento progressivo. No entanto em T7zn, 0 inverso foi
encontrado, o0 grupo controle apresentou porcentual maior em relagdo ao grupo
ChCmS, e também ao grupo ChS. Nos outros tempos (T24n, Tash € Tosh) Ndo houve
diferenca significativa.

Na analise de VCL, constatou-se que em Tzan, 0S espermatozoides dos grupos
ChS e Oligo presentaram maiores indices de velocidade curvilinear, diferindo
estatisticamente (P <0,05) do grupo controle. Nao houve diferenca significativa nos
outros tempos (Ton, Tash, T72n € Tosh).

Na avaliacdo de BCF, foi observada diferenca significativa entre o grupo
ChCmS e o grupo Controle em T72n, sendo este dltimo inferior estatisticamente (P <
0,05) no quesito frequéncia de batimento flagelar cruzado. N&o houve diferenca
significativa nos outros tempos (Toh, T2an, T4sh € Tosh).

Para os demais parametros de cinética (TM, RAP, VSL, VAP, LIN, STR, WOB
e ALH) ndo foram observadas diferencas (P <0,05) entre os grupos tratados com
adicao dos derivados de quitosana e o grupo controle.

Estabelecendo uma correlagéo entre todas os parametros cinéticas avaliados,
foi observado que no dltimo tempo avaliado (Tesh), com excecdo de ALH, os grupos
ChSs, ChCm, ChCmS e Oligo, determinaram resultados numericamente superiores
guando comparados com o grupo controle, sendo o grupo Oligo, aquele que dentre
0s grupos com derivados de quitosana, 0 que apresentou 0s valores mais altos em
sete parametros, das onze consideradas.

A Tabela 4 mostra os efeitos da suplementacéo do diluidor com os diferentes
derivados hidrossollveis de quitosana nos parametros espermaticos avaliados por

citometria de fluxo.
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Tabela 4 - Andlise da Integridade das Membranas Plasma e Acrosomal (iMPA), viabilidade e
estabilidade em amostras de sémen de carneiro suplementado com ou sem os derivados hidrossollveis
de quitosana, apds acondicionamento refrigerado nos tempos 0 (Toh), 24 (T24n), 48 (T4sn), 72 (T72n) €
96 hs (Toeh)

Tempo de Avaliagao

Parametros Grupos

Ton T24n Tasgn T72n Toen
Control 415+ 3,7 429+ 1,02 46,5+ 2,1 40,9+4,8 36,6 £6,0
PNA-IP- (%) ChS 427 +55 445 + 3,02 443+ 4.6 41,3+53 421+5,6
ChCm 41,0+6,9 41,6 +5,32 419+ 3,6 40,0 £ 8,7 43,2+ 3,7
ChCmS 38,7+5,9 31,2 +6,1° 43,8+ 34 413+7,3 409+45
Oligo 38,7 £ 6,7 37,3 +4,7% 457 + 3,1 425+ 3,3 432+ 34
M540-YP- Control 255+1,8 27,0+04 24,3 + 03,3 26,5 + 3,4° 21,3+ 11,7
(%) ChS 34,1+6,9 245+52 27,0 + 3,62 27,4 + 1,920 29,0+9,5
ChCm 29,1+84 29,3+3,8 23,6 £2,9° 30,4 + 5,0 242 +12.8
ChCmS 259+1,6 28,8+ 3,8 32,4+41° 27,6 £ 1,920 28,7+14 .4
Oligo 27,4 +10,2 30,6 + 3,2 29,8 +2,62 27,5 + 2,220 30,5+10,8
Control 41,0+ 2,22 31,655 344 +47 279+172 329+74
Viaveis (%) ChS 425+ 1,52 34,4 +6,6 32,3+41 29,1+1,3 34,7 +9,2
ChCm 38,3 £ 2,28 32,6 +6,1 29,8 +6,6 29,8 +£5,2 359+8,5
ChCmS 33,0 £ 4,00 324+54 34474 289+24 30,8 +8,5
Oligo 39,0 + 3,82 37,5+5,0 347+51 30,5+4,9 36,0+7,2

Control: diluidor Tris-gema de ovo sem os derivados de quitosana, ChCm: diluidor Tris-gema de ovo
com quitosana carboximetilada, ChS: diluidor Tris-gema de ovo com quitosana sulfatada, ChCmS:
diluidor Tris-gema de ovo com quitosana carboximetilada e sulfatada, e Oligo: diluidor Tris-gema de
ovo com quitooligosacarideos.

PNA-/PI- (células com acrossoma e membrana plasmatica intactos, ndo coradas); YP-/M540- (células
viaveis com membrana plasmatica estavel, ndo coradas); e viaveis (células viaveis, ndo coradas pelo
YP).

Letras minUsculas distintas (a, b, ¢) quando presentes denotam diferencas estatistica entre
tratamentos (P <0,05) dentro de cada tempo.

Fonte: Elaborada pela autora (2018).

A andlise de integridade de membrana plasmatica acrossomal (iPAM),
considerando cada tempo (Ton, T2an, Tash T72n € Toeh) de refrigeragéo, constatou-se que
no Tasah, O grupo controle apresentou maior porcentual de membrana e acrossoma
integros, diferindo estatisticamente (P <0,05) do grupo ChCmS, embora ndo tenha
diferido dos grupos ChS, ChCm e Oligo. Nos outros tempos (Ton, T72n € Tosh) néo foi
observado diferenca (P <0,05) entre tratamentos e o grupo controle, apesar dos
grupos com adicéo dos derivados de quitosana apresentarem maior porcentagem de
gametas com integridade de membrana plasmética e acrossomal, quando
comparados com o grupo controle no Toeh.

Na avaliacdo da estabilidade de membrana (M540-/YP-) nédo foi detectada
diferenca (P< 0,05) entre os tratamentos e o grupo controle em Ton € T2s4n. O grupo
ChCmS apesar de ter apresentando maior porcentual de gametas estaveis em todos
0s tempos, houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle apenas em Tash.

O grupo ChCm apresentou um maior nivel (P <0,05) de espermatozoides estaveis em
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comparacao com o grupo controle em Tzz2n. Nenhuma diferenca estatistica dos grupos
foi observada em Toeh.

Na andlise da viabilidade celular (YP-), houve diferenca (P <0,05) entre grupo
ChCmS e o grupo controle em Ton, sendo este Ultimo o que apresentou maior
viabilidade celular, porém nédo diferiu significativamente dos grupos ChS, ChCm e

Oligo. Nos outros tempos (T24h, Tash, T72n € Tesn) N80 houve diferenca significativa.

Discussao

Estabelecendo uma correlacéo entre os parametros iPAM, M540-YP- e células
viaveis, no ultimo tempo avaliado (Tesh) observa-se que os grupos Oligo, ChCm, ChS
determinaram melhores resultados em comparagdo com o grupo controle, sendo o
grupo Oligo, aquele que mais se destacou. Observa-se coeréncia nos resultados
guando estes trés parametros sdo analisados conjuntamente.

Durante o procedimento de refrigeracdo de sémen, dois importantes processos
acontecem. O primeiro é a producdo de ROS (BAUMBER et al., 2005) que induzem
mudancas na funcéo e estrutura da membrana (GADEA et al.; 2005), o segundo é
alteracdo no sistema de defesa antioxidante, incluindo uma reducdo nas
concentracfes dos agentes antioxidantes (BILODEAU et al., 2000). O efeito das ROS
sobre as membranas do espermatozoide tem sido discutido, jA que altas
concentragbes de ROS tem efeito deletério sobre a célula, dificultando sua
sobrevivéncia por causar perda de sua integridade e funcionalidade devido a
alteracdes desencadeadas pela peroxidacdo lipidica nas membranas celulares
(BARROS, 2007; MAIA; BICUDO, 2009; COCCHIA et al., 2011). Assim, uma forma
de melhorar a viabilidade espermatica e consequente capacidade de fertilizacdo, seria
adicionar antioxidantes ao meio de preservacao. Neste sentido, este estudo testou a
hipétese de que a adicdo de derivados hidrossolliveis de quitosana favoreceria de
alguma forma, a manutencao da viabilidade de espermatozoides sob refrigeracao.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se observar que todos 0s
diluidores preparados com e sem adi¢cdo dos diferentes derivados hidrossoluveis de
guitosana apresentaram faixas semelhantes de osmolaridade e pH. Portanto, estes
dois fatores nado influenciaram nos resultados encontrados, quando avaliados os
diferentes parametros de cinética e de integridade e estabilidade de membranas da

célula espermatica.
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O mecanismo de atuacdo da quitosana que desencadeou os resultados
observados nos parametros cinéticos podem estar relacionados a sua capacidade
antioxidante. WANG et al. (2013) observaram correlagédo entre a diminuicdo da
motilidade espermatica e os danos causados pelas ROS, através da peroxidagédo
lipidica as membranas plasmatica, acrossomal e mitocondrial, foi observado que
alteracdes transitorias na permeabilidade da abertura do poro mitocondrial, ocasionam
a liberacdo de citocromo ¢ e induzem a apoptose celular. A quitosana, como um
polissacarideo de carater catibnico, possui a habilidade de doar protons, atuando,
dessa forma, contra diferentes espécies de radicais instaveis, pois o radical livre reage
com o grupo NH2 da quitosana, formando o grupo NH** em consequéncia da absorgdo
do ion hidrogénio da solucdo. Além destes grupos, as hidroxilas dos carbonos 3 e 6
do anel piranosidico também podem reagir com radicais livres instaveis para a
formacdo de moléculas estabilizadas (KIM; RAJAPAKSE, 2005; YEN et al., 2008;
ARANAZ et al., 2009; ARANCIBIA et al., 2014).

Quando foram analisados a influéncia dos grupos suplementados com os
derivados de quitosana nos espermatozoides por citometria de fluxo, percebeu-se que
nos parametros em que se observou diferenca significativa, o efeito nao foi
manifestado antes das primeiras 24h, fato que talvez demostre que a quitosana
necessita de um tempo para atuar nas células, interferindo, assim, em sua dinamica.
Ou ainda, as primeiras 24h nao foram suficientes para o sistema ter sido submetido a
um estresse oxidativo consideravel para que fossem demonstrados os efeitos dos
antioxidantes. Afinal, um tratamento antioxidante é eficiente apenas em sistemas que
estejam submetidos ao estresse oxidativo, que se caracteriza por um desbalancgo
entre uma maior producao de espécies reativas de oxigénio e/ou uma menor producao
de antioxidante (JONES; MANN, 1977; HALLIWELL, 1991).

Um tratamento antioxidante pode também ser deletério ao espermatozoide,
apesar das espécies reativas de oxigénio apresentam importante papel na fisiologia
natural desta célula (LAMIRANDE et al., 1997). Apesar disto, nenhum dos grupos
tratados com os derivados de quitosana apresentou efeito danoso a estes gametas,
pois ndo foi evidenciado no maior tempo de analise (Toeh). Pelo contrario, os grupos
com os derivados apresentaram melhor desempenho nos parametros de cinética
espermatica, integridade de membrana plasmatica e acrossomal, estabilidade e

viabilidade espermatica.
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Com relacdo aos resultados observados na estabilidade e viabilidade
espermatica, acredita-se que os mecanismos de atuacao dos derivados de quitosana,
além do mecanismo antioxidante descrito acima, seja semelhante ao descrito por
Koshimoto et al. (2000), Koshimoto et al. (2002) e Fernandez-Santos et al. (2007).
Estes autores, ao avaliarem os efeitos da glicose, manose, maltose e sacarose na
criopreservacao espermatica, observaram que estes aclcares interagem diretamente
com a bicamada fosfolipidica que constitui as membranas dos espermatozoides,
promovendo sua organizagdo e estabilizacdo, preservando, assim, sua
funcionalidade, sem impedir a capacitacdo destes gametas. Nenhuma atuacéo
protetora sobre a integridade de membrana foi demonstrada por estes acgucares.

O mecanismo de atuacao da quitosana, descrito nos diferentes tipos celulares,
envolvem interacao quimica (entre as cargas positivas dos grupos aminicos livres da
quitosana com as cargas negativas dos receptores) e ativacado celular ocasionando,
muitas vezes, a liberacao de fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras, como
foi observado em fibroblastos, macréfagos, neutréfilos, hemécias, células tumorais e
células-tronco. Os oligossacarideos gerados a partir da hidrélise de quitosana séo
capazes, ainda, de se infiltrar nas células, regulando a expressao de proteinas (XIA,
2003; COSTA SILVA et al., 2006; MUZZARELLI, 2009; WIJESEKARA et al., 2011).
Nas células espermaticas, entretanto, ndo se sabe ao certo, como os derivados de
quitosana atuam, pois nao ha relatos desta na criopreservacado de sémen de nenhuma
espécie.

Yang et al. (2016) também concordam que mais informacdes sobre a
capacidade antioxidante de polissacarideos na criopreservacao de espermatozoides
sao requeridas na elucidacdo dos seus mecanismos de atuacdo. Eles avaliaram o
efeito de polissacarideos de Rhodiola résea na criopreservacao de sémen de javali e
observaram que a concentracao 6tima (4 a 8 mg/L) proporcionou grande capacidade
crioprotetora em espermatozoides congelados-descongelados, melhorando
significativamente a motilidade espermatica, atividade mitocondrial, integridade

acrosomal e integridade da membrana plasmatica.

Conclusao

Diante dos resultados do presente estudo, foi observado que os derivados de

quitosana foram eficazes em alguns parametros de cinética espermatica, na
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estabilidade de membrana e viabilidade espermatica. Estes resultados sugerem a
necessidade de se realizar estudos adicionais visando avaliar a dose-resposta desses
derivados de quitosana associados aos diluentes, a fim de se esclarecer a atuacao
destes no comportamento da célula espermatica e determinar as concentracdes
ideais. Neste estudo, foi obtido sinais de que estas biomoléculas podem ser uma
alternativa no que se refere a melhoria da qualidade e da viabilidade de sémen

refrigerado.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que os derivados hidrossoliveis de
quitosana obtidas a partir de residuos de tratamento de camardo Litopenaeus
vannamei, apresentaram baixa toxicidade, efeito bacteriostatico e potencial para
contribuir significativamente como antioxidante. Também foi evidenciou, embora os
resultados ainda sejam inicias, que a inclusao de derivados de quitosana como
suplemento antioxidante em diluente preservacéo de sémen proporciona melhora em
parametros essenciais relacionados a qualidade do sémen, tornando-se esta, uma
alternativa util para aprimoramento dos atuais procedimentos empregados na
criopreservacéo, além de proporcionar avangos nas biotecnologias aplicadas a
reproducado. Dessa forma, este estudo identifica a oportunidade de obter biomoléculas
com propriedades interessantes, a partir de um material abundante e de baixo custo
gue sdo os subprodutos do processamento de pescados, possibilitando um amplo

espectro de aplicacbes biotecnolégicas.
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“DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CITRICO EM SUA COMPOSICAO PARA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN E PROCESSO DE
PREPARAGAO DO MESMO”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo ds Invencio

[001] O prezente pedido de patente de inveng3o cescreve uma composicao de
diluente pars criopreservagso de z2men e s2U Drocesso de preparagso, contenco pelo
menos um cerivado de guitosans em meio 3GuUOs0 tamponado &M 3550Cia¢30 com 3
gemsa de ovo e o 3cido citrico, juntamente com coadjuvantes. Esta composicio pode zer
utilizada sob diferentes condigdes de crioprezervagio visando prolongar a vida funcional
doz espermatozoides, com aplicag3o no campo tecnico da reprodug3o assiztida, mais

especificamente, no campo da tecnologia de criopreservacio do sémen.

Antecedente: da Invenclo

[002] O avango das investigagoes a respeito da tecnologia de criopreservacio
aplicads 30 sémen visando 3 melhoria da qualidade e visbilidade do sémen tem ganhado
notoriedade noz ultimos anos, devido z0z danos significativos sofridos pelos
ezpermatozoides decorrentes, principalmente, de especies restivas 30 oxigenio geradas
durante o procedimento (MAIA & BICUDO, Aev. Bras. Reprod. Anim. 33(4):183-193,
2009; GOMEZ-TORRES et al., Cryobiology. 78:90-94, 2017; TONIOLU & COSTA,
Investigoggo. 16(8):22-29, 2017). A injuris oxidativa compromete 3 fertilidade da celula
ezpermatica e a eficiéncia dos resultados obtidos apos os procedimentos de
criopreservago (SOARES & GUERRA, Tecnol. & Ciénc Agropec. 3{2):53-63, 2009). Az
propostas de aperfeicoamento envolvendo a inclus3o de substancias antioxidantes aos

diluentes pars criopreservagio de zémen com o intuito de minimizar estes efeitos
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adverzoz e favorecer o desempenho do espermatozoide crioprezervado tem sico
amplamente estudadas, no entanto, ainda tem gerado resultacdos controverzos e alguns
inconvenientes por conta das particularidades das substancias com agio protetora que
s30 utilizadas (SILVA & GUERRA, Rev. Port. Ciénc. Vet. 111(583-584):143-145, 2012;
SAEEDNIA et al., Reprod. Biol Endocnn. 14(1):29, 2016). Diante disto, toma-se
importante desenvoiver diluentes gue promovam melhores condigoes de conservagio
e mantenham eficientemente o potencial de fertilizag3o dos espermatozoides
submetidos 3 criopreservacio.

[003] A criopreservag3o do sémen e uma das tecnologias de reprodugso assistida
[ARTz] gue permite 3 conservag3o do germoplssma masculino por um periodo
prolongaco, em condigio de baixa temperaturs, fors co trato reprodutivo animal
{MOURA, SOUZA & SCHEFFER, Rev. SBPH. 12(2):23-42, 2009; TSAI & LIN, Broz. Arch. Siol.
Technol. 55{3):425-434, 2012). Esta tecnologia tem como principio basico 3 redugio
reversivel da atividade metabolica & da motilidade dos espermatozoides por meio da
diminuig3o gradativa da temperstura, podendo zer empregads de duas formas basicas:
refrigerag3o ou congelagao do sémen [YOSHIDA, Anim. Reprod. Sci. 60:348-355, 2000).

[004] Alem de proporcionar a estocagem do sémen por um longo periodo de
tempo, a criopreservacao do sémen permite o uso do volume total do sémen (maximizs
o poder reprodutivo do macho), quesito importante guanco o seémen e de dificil
obteng3o; disponibiliza zémen em periodoz menos favoraveis, fora da estagio
reprodutiva fisiologica do animal (guando o volume e 3 gualidade do sémen tendem 3
diminuir), € 3pos a morte do animal; favorece a rapids difus3o de material genetico
entre locsiz distantes; reduz riscos e custos com 3 aquisigso e transporte de
reprodutores; e minimiza o risco de propagagao de doengas, atraves da erradicagio co
contato direto entre macho & fémea (VARAGO et al., Giénc. Anim. Bros. 1:1-17, 2009;
SILVA & GUERRA, Rev. Bros. Reprod. Anim. 35(4):370-384, 2011; GIBB, & AITKEN, .
Equine Vet. Sci. 43:529-536, 2016). Esta tecnologia tem sido eszencial para a aplicag3o
das biotecnicas de reprodug3o, tais como: inseminag3o artificial, fertilizag3o in vitro,
sexagem de esperma e engenharia geneética, seja ela destinada 3 snimais de interesze

economico, especies ameagadas de extingao ou 30 tratamento da infertiidade
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masculinag em humanos (GELAYENEW & ASEBE, Global Journals Inc. 16(8):51-56, 2016;
GIBB & AITKEN, J. Equine Vet. Sci. 43:529-536, 2016; TORRA-MASSANA & ESBERT, J.
Reprod. Med. Clin. Embry. 3{3):159-168, 2016; COMIZZOL, Anim. Reprod. 14(1):30-33,
2017).

[005] O ezpermatozoide & consicerado gualitativamente viavel e potencialmente
fertil guando possui morfologia, atividade metsbolics ¢ membranas integras (SILVA,
Dizsertagdo de Mestrodo, USP, 2011). A: organelas da celula espermatica estio
envolvidas por membranas que s30 particularmente vulneraveis a criopreservagso, as
membranas espermaticas maiz afetacas por este procedimento, incluem: 3 membrans
plasmatica, 3 membrana acrozsomal externa € 35 membranas mitocondriais (WATSON,
Reprod. Fert. Develop. 7{4):871-891, 1995). A presenga de membranas integras e pre-
requisito para que oz eventos relacionados 30 processo ce fertilizagio possam ocorrer,
como: o metabolismo para produg3o de energia e sustento do movimento espermatico,
3 capacitagio espermatica, 3 penetragio do espermatozoide nos revestimentos do
ovocito, ligagio 3 zona pelicida e fusio com o cocito (ARRUDA et al., Acto Sci. Ver.
33(1):145-150, 2005). Desza forma, 3 criopreservagio ides! do sémen deve manter o
maior nimero possivel de celulas viaveis, bem como 3 integridade cas suas diferentes

estruturas (WATSON, Anim. Reprod. Sci. 60:481-492, 2000).

[006] Com o intuito de propiciar um ambiente favoravel 3s celulas espermaticas
apos sua colheita, naz condigoes termicas do procedimento, foram desenvolvidos os
diluentes pars crioprezervagio do semen que, alem de contribuirem para a manutengio
da viabilidade dessas celulas, pozsibilitam o aumento volumetrico do ejaculado (MIES
FILHO, Reprodugdo dos onimais @ inseminagdo artificial, 5{1-2):783, 1982). Os
constituintes bazicos destes diluentes, incluem: aglcares |p. ex. glicoze e frutose) que
servem de fonte energetica 30z espermatozoides; sgentes tamponantes (p. ex. citrato
de sodio e Tris) que sjustam possiveis alteragdes co potencial de hidrogenio (pH| dentro
doz padroes fisiologicos da especie; substincias ionicas e anionicas que assegursm 3
presz3o osmotica aproximada 30 sémen puro; crioprotetores, classificados em fungio
da sua capacidade ce straveszar 3 membrana espermatica em: penetrantes (p. ex.
glicerol, dimetilzulfoxido, dimetilformamida, acetamida, lactamida) e n3o penetrantes
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{p- ex. lipoproteinas da gema de ovo, e lactose e 35 casenas do leite), que stuam na
redugio dos efeitos negativos ocasionados pelo proceszo de resfriamento do sémen e
na proteg3o contra 3 formag3o de cristais de gelo intracelular; & antibioticos (p. ex.
penicilina, estreptomicina e gentamicinz| que inibem o creszcimento bacteriano {EVANS
& MAXWELL, Salomons’ artificial insemination of sheep and goats, 2:194, 1987; SILVA;
CARDOSO & SILVA, Ciéncia Animal. 11(2):119-129, 2001).

[007] Contudo, os atuasiz metodos de proceszamento do zémen pars
criopreservacao ainda carecem de sperfeicoamentos, uma vez que o3 procedimentos
empregados, eja na refrigeracio ou congelagio, submetem as celulas espermaticas 3
etapas e condigoes atipicas, 35 guais envolve: manipulagio do sémen, exposicio 3
temperaturas nao fisiologicas, exposicio a crioprotetores que ocasionam estresse
0smMOtico & toxico, & 3lta concentragao espermatica nas dozes de sémen (WATSON,
Anim. Reprod. 5ci. 60:481-492, 2000; SILVA & GUERRA, Rev. Bros. Reprod. Anim.
35(4):370-384, 2011; GOMEZ-TORRES et al., Cryobiology. 76:90-34, 2017). Extes fatores
induzem 3 geragio de especies reativas 30 oxigenio (ROS, de reoctive oxygen species)
que comprometem a integridade estrutural e funcional dos espermatozoides (WATSON,
Anim. Reprod. 5ci. 60:481-492, 2000; GUERRA, EVANS & MAXWELL, Aev. Bras. Aeprod.
Anim. 28:187-195, 200£).

[008] Apeszar do plasma seminal apresentar diferentes zistemas de cefesa
antioxicante que fornecem protecio 30 espermatozoide & compenzam 3 Daixa
concentragio dos antioxidantez endogenos no zeu citoplasma reduzido, guando o
sémen & lavado ou diluido, durante o proceszamento do sémen para 3 CrOPresenVacso,
ocorre uma redugio de parte desss protegio antioxidante fornecids pelo plazma
seminal, tornando o ezpermatozoide vulneravel 3 agio de ROS (CARVALHO et 3., J. Bros.
Patol. Med. Lob. 38:33-38, 2002; SIKKA, L Androl. 25(1):5-18, 2004; SILVA & GUERRA,
Rev. Port. Cienc. Vet. 111{583-564):143-149, 2012).

[005] A celuls espermatica & capaz de gerar e degradar ROS, az quais, em
concentragio reduzida, s30 necessariaz 3 sua funglo fisiologica normal (MAIA &
BICUDO, Rev. Bras. Reprod. Anim. 33(4):183-193, 2009). Nesta celula, 3z ROS
desempenham papeis primordiais na capacitag3o espermatica, regulag3o ds taxs de
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hiperativacio, reagso scrossomal e fusio dosz pronideos do espermatozoide & oocito
(SENGOKU et al., Fortil Steni. 69{3):522-527, 1998; NICHI, Tese de Doutorado, USP,
2003). Contudo, concentragdes elevadaz de ROS tem efeito prejudicial 3o
ezpermatozoide, pois desencadeiam uma cascata de peroxidaglo lipidica causando
alteragdes nos componentes de membrana, provocando sua desestabilizago, ruptura,
perda de fluidez & da capacidade de regulagio de ions envolvidos no controle do
movimento espermatico, resultando em declinio da motilidace, da viabilidade e, por
fim, da sua fungao de fertilizagio (MAIA & BICUDO, Rev. Bros. Reprod. Anim. 33(4)-183-
193, 2003; COCCHIA et 3l, Therogenology. 75(7):1201-1210, 2011). Estes fatores
infligem danos fundonais irreversiveis 3 celula espermatica e compromete a gqualidade

do sémen (TONIOLU & COSTA, Investigogdo. 16(8):22-29, 2017).

[010] Dizante desta reslidace, tem sido proposta 3 interveng3o terapéutica com
antioxidantes nos diluentes para criopreservagio do sémen como forma de aprimorar
esta tecnica e garantir melhor desempenho do espermatozoice criopreservado [SILVA
& GUERRA, Rev. Port. Cienc. Vet. 111{583-564):143-149, 2012; SAEEDNIA et al. Reprod.
Biol. Endocrin. 14(1)-29, 2016}.

[011] O termo antioxidante abrange um conjunto heterogéneo de moleculss &
substanciaz quimicas que, mesmo presentes em baixas concentragoes em relagio 30
substrato oxidante, podem prevenir ou reduzir oz danoz owidativoz em lipidios,
proteinaz e acidos nudeicos, com formag3o concomitante de produtos de baixa ou
nenhuma toxicidade (DUARTE-ALMEIDA et al., Cianc. Tecnol. Aiment. 26(2):446-452,
2006; MAGALHAES et al.. Anol. Chim. Acta. 613(1):1-19, 2008; OLIVEIRA et al., Quim.
Nowo. 32(3):689-702, 2009). O: antioxidantez podem zpresentar diferentes
propriedades protetivaz e agir, por mecanizmos distintos, em diversaz etapas co
proceszo oxidativo: 1) prevenindo s produg3o das ROS; 2) interceptando az ROS
produzidas pelo metabolismo celular ou fontes exogenas, impedindo que sfetem os
lipideos, sminoacidos, 35 duplas figagdes dos acidos graxos poli-insaturados e 35 bases
de DNA; 3) reparando lesdes, processo relacionado 3 remogso de danos ao DNA e
reconstituigSo das membranas celulares danificadas (BIANCHI & ANTUNES, Rev. Nutr.
12(2):123-130, 1999; LOBO et al., Pharmacogn. Aev. 4(8):118-126, 2010).
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[012] Substindas de origem natural ou sintetica, de natureza lipofilica ou
hidrofilics, enzimaticas ou n3o enzimaticas, apresentam potencial para atuar como
antioxidantes no meio biologico, dentre elaz estio: enzimas (p. ex. Glutationa-
Peroxidase, Catalaze & Superoxido Dismutase); vitaminas e seus derivados (p. ex. scido
azcorbico e tocoferois); compostos fenolicos que abrangem, principsimente, os
flavonoides (p. ex. catequina, catequina-galato, quercetina, kaempferol e miricetina);
carotenoides (p. ex. licopeno, B-caroteno, xantofilas, zeaxantina, cantaxantina e
luteina); acidos organicos naturais (p. ex. acido galico e acido ferilico) e alguns
poliszacarideo: bioativos de organismos vegetsis e animais (DEGASPARI &
WASZCZYNSKY), Visao Acodemica. 5{1):33-40, 2004; YEN, YANG & MAU, Carbohydr.
Polym. 74(4):840-844, 2008; CAROCHO & FERREIRA, Food. Chem. Toxicol 51:15-25,
2013; GUO, 1. South. Agnic. £4{3):453-436, 2013).

[013] Diversos estudos empenharam-se em melhorar 3 gualidade do zémen
criopreservado por meio ds incluz3o de antioxidantes 30s diluentes seminais de diversas
especies de snimais, em suinos (BURANAAMNUAY et 31, Anim. Reprod. Sci. 127(1-2):56-
61, 2011}, bovinos {SARIOZKAN et sl., Cryobiology. 68(1):129-133, 2014), caninos
{LUCIO et al., Cryobiology. 72(2):135-140, 2016), peixes (LIU et al., Fish Physiol. Biochem.
41(2):413-422, 2015), eguinos (FRANCO et al., J. Equine Vet. Sci. 33{10):787-793, 2013),
ovinoz (ARRUDA et 3L, Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 70:153-158, 2018) caprinos (SEIF-
JAMADI et al., Cryobiofogy. 75:15-20, 2017) e humanos (ZHANG et al., Zygote. 24(2):293-
300. 2015).

[014] Apesar dos avangos nos protocolos de criopreservagao, tanto em aditivos
antioxidantes, quanto em metodos de proceszamento, ainda tém szido constatados
resultadoz controversos e alguns inconvenientes nas  diferentes substincias
antioxidantes atuslmente empregadas, taiz como: (1) efeitos deleterios em
determinadas concentragoes; (2) instabilidade 3z condigdesz do proceszo; (3)
dependencia de metais para stuagao; |4) convers3o em pro-oxidantes guando exposto
a metais ou em dozes elevadas; e (5) baixa durabilidade (SILVA & GUERRA, Rev. Pore.
Cienc. Vet. 111{583-584):143-149, 2012; SAEEDNIA et al., Reprod. Biol. Endocrin.
14(1):29, 2016).
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[015] Desta forma, nota-se que 3 protecgio adiciona! 3z celulas espermaticas
durante oz procedimentos de criopreservacao estabelecidos ainda constitui um desafio.
Dentro desta abordagem e tendo em vizta as limitagdes tecnicas do procedimento, 3
presente inveng3o vem solucionar os problemas mencionados quando propde um
diluente para crioprezenvagao de sémen constituido essenciaimente de derivados de

Quitosana em 3530CI3¢30 COM 3 gems de ovo e o acido citrico.

[016] A quitosana & descrita como uma familia de polizzacarideos de cadeia
linear composta de unidades monomericaz de D-glucozamina (GleN) e N-acetil-D-
glucozamina (GlcNAc), em quantidades e sequéncia variaveis, unidas por figagoes
glicosidicas B(1->4) (RINAUDO, Prog. Polym. Sci. 31(7):603-632, 2006). Embora poz:za
ser encontrada de modo natursl na parede de fungos doz generos Mucor ¢ Zygomicetes,
o modo mais comum de obté-ls & 3 partir de uma reagio de N-desacetilagio da quiting
{SILVA, DOS SANTOS & FERREIRA, Quim. Nova. 29{4):776-785, 2006). A quitinz & o
segundo polissacarideo maiz abundante na Terra com vasts distribuigao na natureza,
constituindo o principal componente estrutural em invertebrados, como artropodes,
anelideos, moluscos, celenterados, distomaceas e fungos (KURITA, Mor. Biotechnol,
8(3):203-226, 2006; DIAS et 31., J. Biotec. Biodivers. 4(3)-184-191, 2013).

[017] N3 reagio de N-desacetilagio da quitina, que pode ser realizada por
proceszos quIMicos ou enzimaticos, 05 grupos scetamida (-NHCOCH:) prezentes na
estrutura da quitina 330 transformados, em graus variados, em grupos amino (-NH;),
dando origem a quitozana [YOUNES & RINAUDO, Mar. Drugs. 13(3):1133-1172, 2015).
O produto desta reagao pode apresentar grau de medio de desacetilagio (GD), expreszo
em percentagem molar, de 40% 3 98% e maz:iz moleculsr de 50.000 3 2.000.000 D3
{HEJAZI & AMUL, J. Control. Release. 89(2):151-165, 2003).

[018] O GD & o parametro gue determina o conteido de grupos aminicos livres
nos polissscarideos e desempenha um pape! primordial na determinagso das
caracteristicas quimicas da quitozana, como as propriedades acido-baze e solubilidace
{(KHAN, PEH & CH'NG, L Phaorm. Pharmoceut. 5ai. 5(3):205-212, 2002; DAMIAN et al.
Alim. Nutr. 16(2):195-205, 2005; HELIO et 31, Quim. Nova. 29(4):776-785, 2006; DIAS et
al., J. Biotec. Biodivers. 4{3):184-191, 2013). A solubilizag3o da quitozana em meios
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aguosos ocorre pels protonagao do grupo amino (-NH;) do carbonoe 2 (C-2) dos residuos
de D-glucozamina, que confere 3 este polizsacarideo caracteristicas policationicas e
permite zua solubilidade em meio acido (pHs<6,0), dado gue o pK, do grupo amino da
glucosamina e de 6,3, & inzolubilidade em meio nectro e slczlino (pH27,0) (KLINKESORN,
Food Rev. Int. 29{4):371-393, 2013).

[019] A gquitozana e reconhecidamente um polizsacarideo  atoxico,
biocompstivel, biodegradavel e antioxidante (AZEVEDO et al., Aev. Eletronica Mat.
Process. 2(3):27-34, 2007; DIAS et 31, J. Biotec. Biodivers. 4(3):184-191, 2013). Seu
potencial antioxidsnte tem sido atribuido 3 presenca, em sua estruturs, de grupos
funcionais reativos, um grupo amino, bem como dois grupos hidroxil nas posigoes C-2,
C-3 e C-6, respectivamente (ARANAZ et al., Curr. Chem. Siol. 3(2):203-230, 2009). Estes
grupos possuem a capacidade de doar protons e, assim, converter radicais livres
instaveis em moleculas estabilizadas [KIM & RAJAPAKSE, Carbohydr. Polymer. 62(4):357-
368, 2005; ARANCIBIA et 3l., Food Hydrocofl. 35:710-717, 2014). Outro mecanismo
relatado esta relacionado a capacidade da quitozana de mobilizar ions metalicos (que
330 capazes de interagir com radicais relstivamente nio-reativos e transforma-los em
reativos) pars a formagio de complexos soliveis e estaveis (ADJIMANI & ASARE, Toxicol.
Rep. 2:721-728, 2015).

[020] A partir de diversos estudos em culturas de celulzs e modelos animais,
foram Ccescritas propriedades adidonais da quitosans, dentre elas: antitumoral,
antiviral, antibacteriana, antifingica, analgesica, hemostatics, anti-inflamatoria,
cicatrizante e bioadesiva (KURITA, Mor. Biotechnol. 8{3):203-226, 2006; WIJESEKARA,
PANGESTUTI & KIM, Carbohydr. Polymer. B4(1):14-21, 2011).

[021] O potencial deste poliszacarideo verszatil pode zer ainda mais explorado
quando considerados ©os prupos funcionsis reativos distribuidos na zua matriz
polimerica, 05 guaiz permitem inUmeras modificagoes quimicas de substituicio de
grupos guimicos, de alongamento de cadeia e de despolimerizagio (PRASHANTH &
THARANATHAN, Trends Food Sci. Tech. 18(3):117-131, 2007). Como exemplo de tais
modificagoes quimicas, podem ser citadas 35 reagoes ce quaternizagio, slguilagio,
carboxilag3o, acilagio, ftalilag3o, sulfstacio, sililag3o, tosilagio, tiolaglo, glicosiagio,
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fosforilag3o e amidagio (KURITA, Mar. Biotechnol. 8(3):203-226, 2006; ZARGAR,
ASGHARI & DASHTI, ChemBioEng Rev. 2(3):204-226, 2015). Estas reagdes s30 reslizadas
por meio de proceszos guimicos, fisicos ou enzimaticos entre oz grupos amino e hidroxil
da guitosans e reagentes sdequados com o proposito de melhorar 3 efetividade das
propriedades originais da quitosana ou introduzir caracteristicas especificas, alem de
permitir sua solubilidade aquosa numa faixa mais ampla de pH, incluindo a faixa neutra
(MOURYA & INAMDAR, Recct. Funct. Polym. 68(6):1013-1051, 2008). Os produto:
resultantes destas referidas intervengdes quimicas 30 chamados de “derivados ce
quitosana”, e estes ampliam, significativamente, as perspectivas de uzo da quitosana
nosz mais diversificados setores (SILVA, DOS SANTOS & FERREIRA, Quim. Nova.
29(4):776-785, 2006).

[022] Com base nas propriedades intrinsecas mencionadas acims, © emprego dos
derivados de quitozana tem sido sugerido e empregado com eficacis € seguranga em
uma grande variedade de propositoz como, por exemplo, no tratamento de aguas
contaminadas (Pl 02043090 A2 (2004)): biomateriaiz (Pl 04175749 A2 (2004));
compozigoes cosmeticas (Pl 08041504 A2 (2008)); aditivos agricolaz (Pl 09002073 A2
{2009)); biofungicidas (BR 1020120238594 A2 (2012)); tratamento farmacologico (BR
1120160037251 A2 (2014)); regeneracio ce tecidoz (BR 1020150293577 A2 (2015)); e
conservagao de alimentos (CN 107586800 A (2017)).

[023] Um estudo conduzido por Silva (Dissertogdo de Mestrado, UFPE, 2014)
revelou que os derivados quitosana carboximetilada, quitosana sulfatada, guitozana
carboximetilada e sulfstada, e quito-oligoszacarideo exibiram propriedades funcionaiz
relevantes, como atowicidade, stividade antioxidante e efeito bacteriostatico,
apresentanco, desta forma, potencial para contribuir significativamente como um
ingrediente ou suplemento aitemstivo em abordagens alimentar, biomedica,
farmaceutica & biotecnologics.

[024) Na prezente proposta, oz componentes gems de ovo e 3cado citrico
apresentam propriedades e fungoes beneficaz especificas nos diluentes pars
crioprezervagio o sémen. Substincias presentes na constituicio da gema de ovo

promovem intervengoes eszencisis no espermatozoice durante o armazenamento co
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sémen sob baixas temperaturas, garantindo protegio contra 3 a¢ao deleteria do frio,
redugio nas perdaz de enzimas acrozzomais & prevencio de mudancas degenerativas
do acrozzoma (SALAMON & MAXWELL Anim. Reprod. So. 62(1-3):77-111, 2000). O
acido citrico, por sus vez, alem de possuir ag30 antioxidante, stus na estabilizag3o do
pH e auxilia na manutengio do equilibrio osmotico do diluente de criopreservacio de
sémen {SILVA, Tese de Doutorado, UECE, 2005).

[025] O requerente verificou gue o diluente gue spresenta, em sua constituicso,
uma ass0ciagao que 3lia 33 propriedades dos derivados de guitosans, dagemade ovo e
do acido citrico origina uma compoesig3o antioxidante e crioprotetora que pode ser
eficientemente capaz de manter parametros primordiais para 3 persisténcia do
potencial de fertilizacio doz espermatozoides, 3p0s a condicao de crioprezervagio. A
inven¢3o proporcions redugio dos prejuizos ocasionados pelo metodo sobre 3
motilidade, estabilidade & vizbilidade espermatica, oferece ums alternativa eficaz a0z
diluentes para criopreservagio de sémen atualmente disponiveis, e contribui pars 3
eficienda do: procedimentos de preservagio empregados no campo tecnico da
reproducio assistida.

[026] Estudos envolvendo 3 inclus3o de substanciaz antiowidantes e
crioprotetorss sos diluentes para preservagio de zémen visando combater oz danos
oxidativos 35 celulas espermaticas durante o procedimento de criopresenvagao foram
desenvolvidos, e s30 apresentacos em algumas patentes & artigos dentificos descritos

a seguir:

[027] O documento RU 2223718 C2 {2002) revela um metodo de processamento
para semen bovino, compreendendo diluic3o do sémen em meio crioprotetor 3 base de
lactoze-glicerol-gema, zeguido de etspa ce equilibrio & congelagio em vapor ce
nitrogenio liguido, caracterizado pels introdugso de 0,1 2 0,3% de gquitosana succinato
20 meio de dilui¢3o do sémen. O metodo minimiza o dano biologico ocazionado as
estruturas membranosas dos espermatozoides durante o congelamento e suments sua
viabilidade 3pos o dezcongelamento. O documento difere da presente invencio por
apresentar ums formulagio crioprotetora distinta gualitativamente da presents

inveng3o, = qual n3o contem acido citrico na constituicio do meio de diluigio do sémen,
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& integrs a lactose & o glicerol na mesma. Estes doiz Gitimos componentes n3o constam

N3 COMPOSig30 Dara Criopreservagao de sémen proposta na presente invengao.

[02E8] O documento EP 1627565 Al {200£) descreve um meio para armazenar
amostra biologica, incluindo espermatozoides, em estado refrigeracdo, congelado ou
vitrificado. O referido meio compreende uma solugio zalina balanceads e um 4-
tioderivado de flavan-3-ol com efeito crioprotetor. A inven¢3o promove recuperagso da
motilidade espermatica de alta qualidade pos-descongelamento. O documento difere
dapresente inveng3o por apresentar uma formulag3o de preservagio caracterizada pels
inclus3o de flavonoides & n3o fazer gualquer referéncia a incorporagio de derivados de

quitosana na mesma.

[029] Hu et al. (Cryobiology. 59:244-245, 2009) investigaram oz efeitos
crioprotetorez do polissacarideo extraido da planta herbacea Gynostemmao
pentaphyllum |GPP) sobre 3 quslidace do sémen suino congelado-descongelado. O
diluente de criopreservacio ce sémen foi constituido de- Triz, acido citrico, glicose,
antibictico, gema de ovo, GPP e glicerol. A zuplementacio do diluente com GPP
proporcionou melhoraz nos parametros de gualidade de zémen, como: motilidade
espermatics, integridade de membrana, integridade do acrozzoma e atividade
mitocondrial. Oz efeitos da adig3o de outros polizsacarideos prezentes nazlga Lominaria
joponica (HU et 31, Anim. Asprod. Sci. 139:95-100, 2013) & em plantas ds especie Solvio
miltiorrhiza (SHEN et al., Anim. Reprod. Sci., 159:25-30, 2015) e Rhodiola rozea [YANG et
al., Corbohydr. Polym. 135:44-47, 2016} em diluentes com constituigso zemelhante 3o
dezenvolvido no estudo acims descrito tambem foram investigados e sprezentaram
resultados similares. Oz documentos diferem da presente inveng¢3o por conterem
polizzacarideos estruturaimente distintoz dos derivados de guitosana, alem de induirem
glicerol como crioprotetor na constituigio do diluente pars preservacio de sémen.

[030] O cdocumento US 20170367324 Al (2011) descreve composigoes e
metodos para O tratamento Co seémen processado, com Dproposito de aumentar
qualidade dos espermatozoides, incluindo sua wiabilidade, motilidade, fertilidade,
integridade do DNA e longevidade in vitro. A inveng3o compreende diluigao do sémen
em meio constituido de: Tris, vitamina B12 e slifs-cetoglutarato e glicerol, podendo
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tambem incluir substindas organicas, como: monossacarideos e dissacarideos, gema de
ovo, leite, albumina e antibioticos. O documento difere da prezente inveng3o por
agregar vitamina B12, slfa-cetoglutarato e glicerol nas composigoes, slém de n3o

conterem qualguer derivado de guitosana, juntamente com o acido citrico nas mesmas.

[031] O cdocumento WO 2016009363 Al (2014) descreve um diluente para 3
protec3o, preservagao & criopreservacio de sémen, contendo pelo menos um agente
citoprotetor cdo grupo isopropiffencl, juntamente com sgente:s crioprotetores e
coadjuvantes. O diluente, de acordo com este documento, contem: leite
semidesnatado, caseinatos de zodio, sacarose, frutose, glicose, antibiotico, derivados ce
zopropilfenol (timol, carvacrol, izoezpintanol e misturaz deste:z), gema cde ovo e
dimetiformamida. A inveng3o reduz o estresse oxidativo no sémen e prolonga 3
sobrevivencdis e 3 funcionalidade co:z espermatozoides 3pos a criopreservagio. O
documento difere da presente inveng3o, principalmente, pels inclus3o dos compostos
fenoficos na proposta do diluente; slem de nio apresentarem qualquer derivado de

quitosana, juntamente com o acido citrico, 35300300 a gems de ovo na mesma.

[032] Janior et al. {Rev. Bros. Ciénc. Vet. 22{2):114-118, 2015) avafiaram oz
efeitos da adig3o ce tocoferol (vitamina E) 0 diluidor de congelagio de szémen bovino
quanto a redug3o dos danos csusados pelo estresze oxidativo, melhoris da capacidade
fertifzante do zémen e taxas de prenhez 3pos inseminagio artificizl. O diluente foi
constituido de: Tris, 3cido citrico, frutoze, gema de ovo, antibiotico, glicerol  tocoferol.
A adigio de tocoferol a0 meio crioprotetor co sémen n3o melhorou 3 quslidade do
sémen congelado, nem a taxa de prenhez apos 3 inseminagao artificizl. O documento
difere da presente invencio por spresentar tocoferol e glicerol na constituigio do
diluente & nio envolver gualguer derivado de guitosana na mezma.

[033] O documento BR 1120160279980 A2 (2015) propde 3 enzims antioxidante
aleno oxido zintase como um conservante para sémen fresco ou congelado nos
procedimentos reprodutivos aszistidos em seres humanos & outros animais. A invengio
proporciona maior tolerancia e estabilidade do esperma 30 proceszamento e

criopreservacio. O documento difere da presente invengio por aprezentar uma
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composigao caracterizada pela prezengs da sleno oxido zintase & ndo abranger gualguer

associag3o de derivado de quitosana com a gems de ovo e o acido citrico na mesma.

[034] Xiz et al. (fron. J. Appl. Anim. Sci. 6{4):763-789, 2016) relstaram oz efeitos
do extrato da planta aromatica Onganum vulgare, detentor de altos niveis de
compostos fenolicos, zobre oz parametrosz de gqualidade do sémen congelado-
dezcongelado em touros. O diluente para criopreservagio foi constituido de: citrato de
zodio, antibiotico, gema de ovo, glicerol & extrato de Onganum vulgore. Oz autores
obtiveram melhora na motilidade, viabilidade e integridade ds membrana plasmatica
dos espermatozoides 3pos Cescongelamento do sémen. Um estudo semelhante foi
reslizaco por Sobeh et 3l (Molocules. 22(11):1983, 2017) envolvendo extrato de folhas
de Albizic harveyi. De scordo com esta investigagao, o diluente para criopreservagso foi
constituido de: Tris, acido atrico, frutose, glicerol, zema de ovo, antibiotico & extrato de
Albizia horveyi. Ambos oz diluentes propostos promoveram melhora nos parametros de
motilidade espermatica, viabilidade e integridade de membrana doz espermatozoides.
Oz documentos diferem da presente inveng3o por spresentarem uma formulag3o pars
prezervacio de zeémen baseada na incorporagio Ce extratos vegetsiz ricos em
compostos fenolicos, bem como nio conterem gqualquer derivado de quitozana

associado 30 acido dtrico & 3 gema de ovo na mesma.

[035] Souza et 3l {Giopreserv. Biobank. 15(3}:220-227, 2017) investigaram o
efeito da adigio do carotenoide cantaxantina 3 um diluente de crioprezervagio ce
sémen ovino. A preparagao do diluente consistiu de: Triz, acido dtrico, frutoze, gema ce
ovo, glicerol e cantaxantins. Oz resultados deste estudo revelaram que o diluente
produzido e capaz de proteger os espermatozoides ovinos de alteracdes cineticas pos-
dezcongelamento, contudo n3o foi obzervado efeito sobre 3 integridade de membranas
plazmatica & acrozzomal, produg3o de ROS intracelular em espermatozoides vidveis e
peroxidag3o lipidica. O documento difere da presente inveng3o por apresentar uma
formulag3o de criopreservagao caraterizada pels inclus3o de carotenocides e giicerol, &
n3o fazer qualquer referéncia 30 acrescimo, no referido diluente, de derivados de

quitozana.
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[036] Ardeszhirnia, Zandi & Sanjabi {S. Afr. J. Anim. Sci. £7(2):237-244, 2017)
avaliaram os efeitos da quercetina, como um suplemento antioxidante, na qualidade de
espermatozoides cescongelados de cameiros. O diluente foi constituido de: Tris, acido
citrico, glicose, glicerol gema de ovo, antibiotico e guercetina. Este estudo revelou que
a suplementagio com guercetina sumentou significativamente a3 guantidade ce
espermatozoides viaveis apos o descongelamento, embora n3o tenha exercido efeitos
nos parametros de motilidade totsl e progressiva dos mesmos. Arruda et 3l. (Arg. Bros.
Meod. Vet. Zootec. 70:153-159, 2018) avsliaram o efeito ds miricetina no diluente de
sémen owvino contrs oz danos ocasionados 3o: espermatozoides congelados-
descongelados. O diluente de criopreservagio do sémen foi constituido de: Triz, acido
citrico, frutose, zema de ovo, glicerol, antibiotico e miricetina. Oz resultados deste
estudo evidenciaram que 3 suplementsg3o do diluidor com 10 & 100nM de miricetina
afetou 3 cinetica espermatica sem provocar aiteragdes na estrutura geral do gameta,
enguanto que maiores concentracoes acarretam efeitos adversos zobre oz
espermatozoides, associados 30 dano peroxidativo. Oz documentos diferem da
presente inveng3o por incorporarem flavonoides e glicerol na formulag3o do diluente

pars criopreservagio, alem de n3o apresentarem derivados de guitosana na mesma.

[037] De acordo com o exposto, 0z ensinamentos Cescritos na presente invengio
n3o foram antecipacos, de forma que o diluente para criopreservagio do semen & seu
proceszo de preparagio aqui propostos representam novidace frente ao atual estado

da tecnica.

Deszcric3o da Invenc3o

[038] O ciluente pars criopreservagio de sémen revelado na prezente invengio
compreende a0 menos um derivado de quitozans em meio aquoso tamponado em
azz0ciag30 com 3 gems de ovo & o 3cido citrico, juntamente com coadjuvantes. Esta
formulag3o pode ser utilizada para prolongar a vida funcional dos espermatozoides, com

menor comprometimento na estrutura espermatica decorrente co procedimento de
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criopreservacio do zémen; e garantir melhor desempenho reprocdutive do

espermatozoide criopreservado.

[039] A invencio poderi zer melhor compreendica pela descricio cdetslhada

abaixo.

[020] O diluente para criopreservacio de sémen de gque trats 3 presente
inveng3o & constituido de: (1) entre 0,015 & 25 mg/ml de derivado de guitosana em
solug3o tamponads, {2) entre 5 & 30% [v/v) de zema ce ovo; (3) entre 10 & 30 z/L de

acido citrico; e [4) sgentes coadjuvantes.

[0£1] Oz derivados de quitozana, na presente invencio, atusm, especiaimente,
com propriedades protetivas antioxidantes na preveng3o e minimizagio do processo
peroxidativo ocasionado pelas ROS (geradaz durante o procedimento de
criopreservacio) 30z ezpermatozoides in vitro. O pape! daz ROS e a5 suas implicagdes na
fung3o, sobreviveéncia & dezempenho reprodutivo dos espermatozoides, bem como na
quslidade do zémen s30 reconhecidos e amplamente reportados na atusfidade [MAIA
& BICUDO, FRev. Bras. Reprod. Amim. 33(4):183-193, 2009; COCCHIA et al.,
Theriogenology. 75(7):1201-1210, 2011; SILVA & GUERRA, Rev. Pore. Ciénc. Ver.
111{583-584):143-149, 2012; GOMEZ-TORRES et al., Cryobiology. 75:90-34, 2017}
Azzim, oz derivados de quitosana no diluente proposto tem por fung3o melhorar 3
tolerancia da celula espermatica 3z diferentes condigoes a que 530 submetidas durante

o procedimento de criopreservacso do semen.

[042] Nesta composig3o, 3 gema de ovo tem como principal stribuigao estabilizar
as membranas biologicas dos espermatozoides de mamiferos, reduzindo os efeitos
negativos do chogue termico durante o processo de refrigerag3o inicial do sémen
{WILHELM, GRAHAM & SQUIRES, Cryobiology. 33(3):320-329, 1996: NEVES & HENRY,
Rev. Bros. Reprod. Anim. 36{4):208-214, 2012). Lipoproteinaz ce baixa densidade (LDL)
presentes na gema ce ovo aderem-se, por meio das suas porgoes fosfolipidicas, 3
membrana plazmatics das celulss espermaticas formando ums peliculs de protegio na

superfice dessas celulss, restaurando fozfolipidios perdidos e induzindo altersgdes

estruturais transitorias na membrana plasmatica, de forma a prevenir a sua ruptura e

Petigls FUTWI0IN0ND, de AT20IY, pag 239



111

16/25

favorecer 3 3daptagio Co espermatozoide 3 condigao de baixa temperatura (FARSTARD,
Anim. Reprod. Sci. 42|1-4):251-260, 1996; MANJUNATH, Anim Reprod. 9(4):808-815,
2012). Alem ce proteger 3 membrana espermatica, 3 gema de ovo tambem atua na
prevencao contra as mudangas degenerativas do acrossomas & na redugso das perdss de
enzimas acrossomais durante 3 estocsgem do sémen no estado higuido (SALAMON &
MAXWELL, Anim. Reprod. Sci. 62(1-3):77-111, 2000).

[043] O acico citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico) & um acido
organico fraco que possui ag3o0 antioxidante, stua na estabilizag3o co pH (pois serve
como doador de protons na produgio do citrato) & suxilia na manutencio do equilibrio
osmaotico do diluente (SALAMON & MAXWELL, Anim. Reprod. Sci. 62(1-3):77-111, 2000;
SILVA, Tese de Doutorado, UECE, 2005).

[044] O: agentes coadjuvantes da composigso da inveng3o s30 compreendidos
de 30 menos uma fonte de energis, 30 menos um agente tamponante em solugio

2Quosa & 30 menoz um antibiotico.

[045] Nz prezente proposts, 30 menos uma fonte de energia compreende um ou
maiz monossacarideo: pertencentes 30 grupo consistido de: frutose, manosze, glicoze,
galactoze, dextroze, xilose ou Uma combinagio destes. Preferencizimente, 3 fonte de
energia consiste de 10 2 25 g/l de frutose.

[0£6] Oz agicares de baixa massa molecular, como 0z monossacarideos, atuam
como substrato energetico para o metabofismo espermatico, ou sejs, 530 utilizados
pelos espermatozoides in vitro, durante o armazenamento do zemen, como fonte direta
de energia atraves da via glicolitica e da fosforilag3o oxidativa mitocondrial para a
manuteng3o da motifidade espermatica (NAING et 3l., Anim. Reprod. Sci. 122(1-2):23-
28, 2010). Estes aglcares tambem dezempenham importante papel na manutengio da
press3o osmotics do diluente (HOLT, Theriogenology. 53(1):47-58, 2000).

[047] Ao menoz um sgente tamponante que pode ser empregaco na presente
invenc3o, pertence 30 grupo consistido de: bicarbonato de sodio {NsHCO:), citrato de
sodio, fosfato de sodio, glicina, PBS {tamp3o fosfato salina), Tris (tris(hidroximetil)
aminometano), TES (acido N-triz[hidroximetil)metil-2-amino etanossuifonico). HEPES
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[3cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’"-2-etanosulfonico), MOPS (icido 3-{N-morfolino)
propanossulfonico), MOPSO (acido 3-(N-morfolino)-2-hidroxi propanossulfonico), MES
[3cido  2-(N-morfolino) etanossulfonico). BES (acdo N,N-Bis{2-hidrowietil}-2-
aminoetanosulfonico), PIPES (piperazina-N,N'-biz{acico 2-etanossuifonico)), szeus
derivados ou uma combinagio destes. Preferencialmente, o agente tamponante

consiste de 20 3 20,0 g/L de Triz.

[048] Os zistemas tampoes, nos diluentes de criopreservagso co seémen, 30
responsaveis pela manutencio do pH favoravel 3 sobrevivenciz espermatica e da
capacidade fecundante do espermatozoide. Valores de pH considerados otimos para oz
meios de preservacio espermatica estio entre 6,8 e 7,1 (BORGES, Tese de Doutorodo,
UNESP, 2008). Metabolitos produzidos pelos proprios espermatozoides, bem como por
possiveis bacterias presentes no sémen diluido s30 o3 principais fatores que tendem 3
reduzir o pH no meio extracelular (YANIZ, MATEOS & SANTOLARIA, Anim. Reprod. Sci.
122(1-2)-142-149, 2011). Dentre os sistemas tampdes, oz de origem organica, como o
Triz, demonstram melhor capacidade de regulagio devido a capacidade gue possuem
de ultrapassar 3 membrana plasmatics e reduzir variagoes intracelulares de pH, nio
influenciando na mobilidade e no metabolizmo dos espermatozoides (SALAMON &
MAXWELL, Anim. Reprod. Sci. 62(1-3):77-111, 2000).

[0459] Nz prezente proposta de diluente, pode e fazer neceszania 3 utilizagso de
um agente capaz de impedir ou inviabilizar o crezcimento microbiano, tal como um
antibiotico inibidor ds parede cefular ou inibidor da sintese proteica bacteriana. Ao
menos um antibiotico gue poce ser empregaco Na presente invencio & pertencente 30
grupo consistido de: gentamicina, penicilina, estreptomicing, seus derivados ov uma
combinagio destes. Preferencialmente, o agente antimicrobizano & uma combinagio de
antibioticos consistida de 1 3 50 Ul/mL cde penicilina e 0,05 2 0,5 mg/mL de

estreptomicina ou gentamicina de 0,0005 2 0,25 mg/mL.

[050] A incorporagio ao0: diluentes seminais de szubstincias de efeito
antimicrobiano & recomendado, uma vez que o procedimento de coleta de sémen est3,
inevitavelmente, propenzo 3 contaminagao microbiana 3 partir co prepicio, uretra e

pénis do animal, mesmo quando tecnicas azsepticas & medidas de higiene s3o
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empregacdas [YANIZ et 3l, Anim. Reprod. Sci. 122{1-2):142-149, 2010). Além diszo, 3
gema de ovo, utilizada no diluente para criopreservagio ¢o seémen, tambem apresenta
susceptibilidade 3 contaminag3o (BOUSSEAU et al, Theriogenclogy. 50(5):699-706,
1998). O comprometimento da quafidade espermatica, nos casos de contaminagio
bacteriana, pode afetar negativamente 3 fertilidade dos espermatozoides pels propria
presenca de bacterizs, pela produg3o bacteriana de toxinas, pela degradacio bacteriana
doz componentes do diluente, ou ainda, pela utilizagio bacteriana dos substratos
metaboficos presentes no diluente (SILVA, Rev. Sros. Reprod. Anim. 31(1):115-127,
2007).

[051] O diluente da presente invengio e constituido pelos componentes
mencionadoz anteriormente, zolubilizados em 3gua bidestilada, ozmoze reversa,

deionizada ou ultrapura.

[052] O zegundo objeto ds presente invengio trats de um processo de
preparagio de diluente para criopreservacio de zémen consistido daz etapas: (3)
Dizzolug3o de acido ctrico, (b) Adig3o de gema de ovo e {c) Adigio ce 30 menos um

derivado de guitosana em zolugio tamponada de pH entre 6,8 e 7.5.

[053] A preparag3o do diluente para 3 prezervagao de sémen ocorre em um
ambiente esteril, no gual o agente tamponante, o acdo citrico € 30 menos uma fonte
de energia s30 dizsolvidos em agus primeiramente.

[054] Para fins desta inveng3o, o agente tamponante & consistido de uma solug3o
aguosa de bicarbonato de zodio, citrato de zodio, fosfato de sodio, glicina, PBS, Tris,
HEPES, MOPS, MOPSO, MES, BES, PIPES, zeus derivados ou uma misturs destes.
Preferenciaimente, o sgente tamponante & constituido de 20 2 40,0 g/L de Tris.

[055] O icido citrico presente nesta preparag3o esta na faixa de concentragio
consistidace 103 30g/L

[056] A fonte de energia € um ou mais monossacarideos pertencentes 30 grupo
consistido de: frutoze, manose, glicose, galactose, dextrose, xiloze ou uma combinagso

destes. Preferencialmente, a fonte de energiz consiste de 10 3 25 g/L de frutoze.
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[057] Apos dissolugio do agente tamponante, acido citrico € um ou mais
monossacarideos, adiciona-ze 3 gema de owvo 3 formulag3o, pars que 3 mesma

apresente proporgao entre 5 & 30% |v/v) do volume final da preparagao.

[058] O ciluente da invengio compoe-se de 30 menos um derivado de quitozana

em uma concentragao entre 0,015 e 25 mg/mL.

[059] Para fins dests inveng3o, o derivado de quitozana & um polissacarideo ou
oligossacarideo produzido por reagao de modificagdes guimica de substituicio de
grupos quimicos, ce alongamento de cadeia, de despolimerizacio da quitozana ou uma
combinagio cestas. Exemplos destes tipos ce reagdes, incluem: gquatemizagio,
alquilag3o, carboxilag3o, acilag3o, ftalilagio, sulfstag3o, sililag3o, tosilag3o, tiolagdo,
glicosilagio, fosforilagio e amidag3o. Em gualquer que zeja o cazo, o derivado de
quitozana deve apresentar solubilidade aquoza na faixa de pH compreendida entre 6,8
e 7,5, que garante sua atuagio em conformidade com oz diluente: ce preservagio
espermatica.

[060] Em uma modalidade deste aspecto da invencao, o derivado de quitozana
e, em particular, 3 quitosana carboximetilads, quitosans sulfatads, guitosana

carboximetilads e suifatads, quito-oligossacarideo ou uma combinag3o destas.

[061] O pH da formulag3o final & zjustado entre 6,8 e 7.5 ¢ 3 ozmolaridade &
ajustada de acordo com 3z caracterizticas inerentes 30 sémen de cada especie,
conforme oz metodos conhecidos pelos versados na area tecnica. Ao final deste

proceszo, se obtem o diluente para criopreservacio de sémen proposto na invengao.

[062] A inveng3o pode ser empregads na ares tecnica de biotecnologis aplicada
3 reprodugo, especificamente, na reprodugso azsistida; mais especificamente ainda, na
tecnologiz de criopreservacio do sémen nas diferentes condicoes e criopreservagao.

[063] A abrangéncia ds presente invengio esta estabelecids noz termos
definidos nas reivindicagdes anexas. Portanto, oz exemplos descritos 3 seguir devem ser
considerados com uma das inimeras maneiras de ze concretizar a invengio & comprovar

sua eficaciz sem limitar o escopo da mesma, bem como oz direitos dos titulares.
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[064] Az tecnicas utilizadas noz exemplos que ilustram a inveng3o s3o
convencionaiments bem estabelecidas entre oz especialistas nas formas de reslizagio e

oz reagentes utilizados 30 comerdalmente disponiveis.

[065] Oz versados na tecnics & empresas com interesse no segmento valorizarao
oz conhecimentoz squi spresentados e poderio reproduzir 3 invengso na modalidade

apresentsda ou em seus equivalentes contemplados pelss reivindicagoes.

£ o 1: P 20 de dil i 20 de zé -

[066] A prezente inveng3o foi utilizada para preparar diluentes para refrigeragio
de zémen ovino baseado na 3szociagio entre derivado de guitosana, gems de ovo e
acido citrico. Quitosana foi obtida a partir de subprodutos do proceszamento industrial
de camar3o, com baze na metodologis descrita por Cahi et al. (Process Siochem.
47(3):570-577, 2012). Posteriormente, foram empregadaz metocdologias Cce
modificagio quimica para s produgao ce diferentes derivados de guitozana: quitozana
carboximetilada, conforme Ramesh, Viswanatha & Tharanathan (Corbohyd. Polym.
58(4):435-241, 2004); quitosans sulfatada, de scordo com Marizppan et 3l {Wound.
Repair. Regen. 7(5):400-206, 1999): quitozana carboximetilada e zulfatada, seguindo as
dusz metodologias citadas anteriormente; & quito-oligossacarideos, segundo Roncal et
al. {Corbohyd. Res. 342(18):2750-2756, 2007).

[067] O diluentes de refrizerag3o de zémen ovino foram constituidos de: 36,05
/L de Tris; 20,24 g/1 de acido citrico; 14,68 g/L de frutose, 20%{v/v) de gema de ovo,
derivados de quitosana, 1 Ul/mL de penicilina e 0,5 mg/ml ce estreptomicina. Os trés
primeiros componentes foram pessdos nums escla analitica, adicionados 3 um
recipiente com 400 mL de 3gua ultrapura e homogeneizados durante 20 minutos. Em
seguida, foi adicionads 3 formulagio 100 mL de gema de ovo para um total de 500 mL
de diluidor que foi novamente homogeneizzado durante 20 minutos. Posteriormente, o
diluente foi subdividido em cinco tratamentos, incduindo um grupo controle e quatro
grupos de teste modificados quanto 30 tipo de derivado de quitosana adicionado. No

tratamento controle, n3o houve complementagio do diluidor com derivado de
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quitosana. Nos grupos de teste, alem dos antibioticos, foram adicionados os derivados
de quitosana na concentragao final de 15 pg/mL

[068] Os tratamentos experimentsis, conforme descrito acima, foram
identificados quanto 30 tipo de derivado de guitosana adicionado, sendo: o tratamento
ChS, o diluente com adigio de guitosans sulfatada; tratamento ChCm, diluents com
adigio de quitozana carboximetilada; tratamento ChCmS, diluente com adig3o de
quitosans carboximetilada e sulfatada; e o tratamento Oligo, diluente com adi¢io de
quito-oligoszacarideos. Apos as suplementagoes, oz diluentes foram homogeneizados
durante 20 minutos 3 25 °C, e tiveram zeu pH e osmolaridade mensurados e ajustados
para faixas compativeiz com o zémen da espéecie ovina. Os tratamentos controle, ChS,
ChCm, ChCmS e Oligo aprezentaram pH 7.0 e osmolaridade de 482 mOzm/L; 4765
mOzm/L; 465,5 mOzm/L; 475 mOsm/L; e 453,5 mOzm/L, respectivamente.

Exemplo 2: Efeitos dos diluentes para 3 refrizeracio de s&men ovino preparados
sobre oz parametros cinematicos dos espermatozoides

[069] Este estudo foi realizado para avaliar o efeito de diluentes constituidos de
uma 3550ciag30 entre derivado de quitosana, gema de ovo & acido citrico na refrigeracio
de zémen owino durante o acondicionamento de sémen ovino 3 5 °C, zobre o:
parametros cinematicos dos espermatozoides. Foi utifizado zémen ejaculado de 4 ovinos
da raga Santa Inéz (sexualmente maduros & com historico de fertilidade] manejados sob
2z mesmas condigoes ambientais, alimentados com feno de capim Tifton & 400 g/dia de
racio comerdal, alem de 3gua e zal mineral ad fibitum. Az coletas de sémen foram
realizadas em dias alternados, totalizando 5 coletas por animal {20 ejaculados). Os
ejaculados foram obtidos usando-se uma vagina artificial especifica para peguenos
ruminantes, pre-aquecida 3 uma temperaturs media de 39 *C e acoplada 3 um tubo
coletor graduado esteril, na presen¢s de uma fémea como maneguim. Todo:z os
procedimentos envolvendo animais foram conduzidos com aprovacio pela Comiss3o de
Etics no Uso de Animaiz (CEUA) d3 Universidade Federal Rural de Pemambuco (UFRPE),
sob o numero de licenga 031/2018. Imediztamente 3pos 3 coleta, oz ejaculados foram
submetidos a avaliagdes microscopicas para movimento de masss, vigor € motilidade,

em microscopio de contraste de faze. Os ejacuiados que apresentaram movimento ce
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masza e vigor 23 e valores de motilidade 270% foram aprovados e destinado:s 3
formacio do pool [n=5). Apos esta etapa, foi determinads a concentragio doz
espermatozoides no pool de sémen em Camara de Neubsuer, seguindo 3 proporgao ce
1-400 ce solug3o s3lina formolizada 3 1% (v/v).

[070] Oz diluentes para refrigeragio ce sémen foram preparacos de acordo com
o Exemplo 1, & o volume de zémen recem coletado foi diluido em todoz os grupos
experimentais para uUma concentragao espermatica padrio de 200 x 10°
ezpermatozoides wviaveis/mL. Amostraz de cads tratamento experimental foram
envasadas em palhetas de 0,25 ml, etiquetadas e armazenadas em refrigerador
|previamente estabilizado 3 temperaturs de 5 °C pars o resfriamento do zémen) ate o
momento da analize. Quando s temperatura dsz amostras atingiu 5 °C
[sproximadamente, duas horas apos refrigeracio) foi determinado o tempo 0 (Tow) e o3
parametros cinematicos dos espermatozoides de cada tratamento foram avaliados
individus!mente. Az analizes subzequentes foram realizadas 24 (Tage), 48 (Tags). 72 (Tram)
e 96 horas (Tas) cepois. A cinematica espermatica foi avaliada utilizando um Sistems
Computadorizado de Analize de Semen (Computer-Azsisted Semen Analfyzes - CASA)
Para este estudo, as amostras experimentais foram inicalmente aguecidas em banho-
maria a 37 °C, durante 5 minutos. Em seguida, uma sfiquota de 10 pl de cada tratamento
foi rediluida em diluidor, sem derivado de quitosana, pars atingir uma concentragso ce
50 x 10° ezpermatozoides/mL, e incubada em banho-maria a 37 °C durante 15 minutos.
Apos ests etapa, aliquotas de 2,5 pl foram depositadas entre Iamina e laminula, pre-
aguecidaz 3 37 *C em microscopio de contraste ce faze e um minimo de 500
espermatozoides foram capturados em cinco campos aleatorios e svaliados pelo CASA.
O: parametroz ezpermaticos considersdos neste estudo foram: motilidade total (MT,
%), motilidade progresziva (MP, %), rapidos [RAP, %), velocidade curvilinea (VCL, pum/z),
velocidade em linha reta (VSL, pum/s), velocidsde media da trajetoria (VAP, um/s),
inearicade (LIN, %), retilinearidscde (STR, %), indice de oscilagio (WOB, %),
deslocamento |ateral ¢a cabegs (ALH, pm) e frequéncis de batimento cruzado (BCF, Hz).
O: resultados foram expreszos como medis = desvio padrio da media e az diferengas

foram consideradas significativas quando P <0,05.
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[071] Apos anilize da cinematics espermatica do sémen ovino refrigerado com
o: diferentes diluentes, obzervou-ze que, a partir de Te, 0 tratamento ChCmS
apresentou maior percentual no parametro MP (30,523,6%) e diferiu significativamente
do tratamento controle (24,411 9%). N3 anifize de RAP, em T, o tratamento ChS
(48,7%9,2%) obteve maior percentual, diferindo significativamente dos tratamentos
ChCm e ChCmS (30,027,1% e 29,418,8%). N3 avaliagio de VCL, em Tz, foi constatada
diferenca significativa entre o tratamento ChS (142,524.9 um/s) e o tratamento ChCm
{126,124 6 um/z). Ainda neste parametro, em Tze, observou-se que oz espermatozoides
dos tratamentos ChS e Ofigo obtiveram maiores indices de velocidade (131,922.7 um/=
e 1224387 pm/s, respectivamente) em relagio a0 tratamento controle |(106,435.2
um/s), diferindo significativamente deste. Quanto 3 VSL, em Tx., o tratamento Oligo
registrou valor superior {61,235,0 um/s) 30 tratamento ChCmS (50,422,9 um/z) e, em
Taen, 0z tratamentos ChS, ChCm, ChCmS e Oligo registraram valores superiores (58,4264
um/z; 57,126,2 pm/s; 56,926,0 um/s & 63,936,2 pm/s; respectivamente) a0 tratamento
controle (53,620,9 um/z). Na analize de VAP, em Ta4., 0z tratamentos ChS, ChCm, ChCmS
e Ofigo apresentaram maiores indices (82,721,8 um/s; 77,4273 um/z: 76,1353 um/z e
75,3174 um/s; respectivamente) em relag3o a0 tratamento controle (72,8138 pm/s).
Oz tratamentos ChS, ChCm, ChCmS e Oligo tambem obtiveram, em Tin, maiores
percentagens em LIN (54,224 8%; 56,023,5%; 53,025,1% e 56,724 8%; respectivamente),
STR (815324%; 81,731.7%; 80,733.1% e 83,013,0%; respectivamente) & WOB
(66,025,2%; 68,623,6%; 65,624,3% e 69,325,6%; respectivamente) quando comparados
com os resultados zlcangados pelo tratamento controle (48526,0%; 76,223,6% e
61,316,4% para LIN, STR e WOB, rezpectivamente). Noz parametros MT e ALH n3o foram
obzervadas diferengas significativas. Com relagio ao BCF, em Ty, foi observads
diferenca significativa entre o grupo ChCmS (15,620,3 Hz) & o grupo controle (14,620,6
Hz), tendo este Gltimo menor frequénda de batimento flagelar cruzado gue o primeiro.
Estabelecendo ums correlsg3o entre todos oz parametros cineticos svaliados, com
excecio de MT e ALH, foi observado gue no guinto dia de armazenamento (Ta), 0z

tratamentos gue continham 3 ass0ciag3o derivado de quitosana, gema de ovo e acido
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citrico apresentaram melhor conservagso das caracteristicas cinematicas dos
espermatozoides quanco comparados com o tratamento controle.

Exemplo 3: Efeitos dos diluentes pars refrizeracio ce sémen ovino prepsrados
sobre 3 integridade de membranas plasmatics & acrossomal, estabilidade de membrana

e viabilidade espermatica

[072] Este estudo foi realizado para avaliar o efeito de diluentes constituidos de
um3 3530Cia¢30 entre derivado de quitozana, gema de ovo & 3cido dtrico na refrigeracio
de zémen owino durante o acondicionamento de sémen ovino 3 5 °C, zobre oz
parametros de integridade de membranas plasmatica e acrossomal, estsbilidade ce
membrana e visbilidade espermatica. Oz diluentes foram preparsdos de acordo com o
Exemplo 1 e 3 coleta e refrigeracio de sémen foi conduzida como descrito no Exemplo
2. Apo:s estes procedimentos, as avaliagoes pos-refrigeragio foram realizadas. Os
parametros de integridade de membranas plazmatica e acrossomal, estabilidade de
membrana e viabilidcade doz espermatozoides foram identificados e investigado:
utilizando-ze sondas fluorescentes, em conformidade com Arruda et al. (Arg. Sros. Med.
Vet. Zootec. 70: 153-159, 2018). Az amostras foram examinadas por citometria de fluxo
utilizando-se o5 softwares INSPIRE® e IDEAS® pars as aquisigoes e analises dos dados,
respectivamente. Todas 33 amostras foram analizadas e a3 populagdes foram divididas
por meio de graficos de pontos e histogramas, alem da confirmag3o visual mediante 35
imagens das celulzs. Os resultados foram expressos como media * desvio padrio da

media e 2z diferengss foram consideradas significatives quando P «0,05.

[073] Na anslize quanto a integridade de membranas plasmatica e acrozzomal foi
constatado, em Tyen, que oz tratamentos ChS, ChCm, ChCmS e Oligo aprezentaram
melhores percentagens neste parametro (42,1356%; 432337%; 409345% e
43,213 4%; respectivamente] em relagio a0 tratamento controle (36,626,0%). No que
diz respeito 3 estabilidade de membrana plazsmatica, n3o foi constatads diferengs
significativa entre os tratamentos gue continham 3 3ssociagio entre derivado de
quitozans, gema de ovo e 3cido Citrico e o tratamento controle nas primeiras 24 horas.
No entanto, em T o tratamento ChCmS sprezentou maior percentual de

espermatozoides com membrana estavel (32,4141%) comparado ao tratamento
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REIVINDICAGOES

1. “DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CiTRICO EM SUA COMPOSICAO PARA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACZO DO MESMO" caracterizado por constituir um
procduto diluente formaco ce entre 0,015 e 25 mg/mL de derivado de quitozana
em solugio tamponada, entre 5 & 30% (v/v) de gema de ovo, entre 10 e 30 /L
de acido citrico, e agentes coadjuvantes.

2. “DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CiTRICO EM SUA COMPOSICAO PARA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACXO DO MESMO” de scordo com 3 reivindicag3o 1,
caracterizado por oz agentes coadjuvantes compreenderem 30 MenNos um ou
maiz monossacariceos pertencentes a0 grupo consistido de frutose, manose,
glicoze, galactoze, dextroze, xiloze ou uma combinag3o Cestes; 30 menos um
sgente tamponante em solug30 aguosa pertencente 30 grupo consistido de
bicarbonato de zodio (NaHCO,), citrato de sodio, fosfato de sodio, glicina, PBS
(tamp3o fosfato zalina), Tris [triz{hidroximetil) aminometano), TES (acido N-
tris(hidroximetil)meti-2-amino  etanossulfonico), HEPES  (acido  N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfonico), MOPS  (icido  3-{N-morfolino)
propanossulfonico), MOPSO (acido 3-{N-morfolino)-2-hidroxi
propanossulfonico), MES (acido 2-{N-morfolino] etanozzulfonico), BES (acido
N,N-Biz(2-hidroxietil|-2-aminoetanosulfonico), PIPES (piperazina-N,N'-bis{acido
2-etanoszulfonico)), seus derivados ou uma combinagio destes; e 30 menos um
antibiotico inibidor da parede celular ou inibidor da sintese proteics bacteriana
pertencente 30 grupo consistido de gentamicina, penicilina, estreptomicina,
seus derivados ou Uma combinagao destes.

3. “DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CITRICO EM SUA COMPOSICAO PARA CRIOPRESERVACEO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACZO DO MESMO” de scordo com 3 reivindicag3o 2,
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caracterizado por 30 menos um monossacandeo ser consistido ce 10 2 25 g/L
de frutoze.

4. "DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CiTRICO EM SUA COMPOSICEO PARA CRIOPRESERVACEO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACAO DO MESMO” de scordo com 3 reivindicagio 2,
caracterizado por, 30 menos, um agente tamponante em solug3o aquosa ser
consistido ce 20 2 200 g/L de Tris.

5. "DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CITRICO EM SUA COMPOSICEO PARA CRIOPRESERVACEO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACAO DO MESMO”, de acordo com 3 reivindicag3o 2,
caracterizado por conter uma combinagio de antibioticos consistida de 1 3 50
Ul/mL de penicilina e 0,05 3 0.5 mg/mL de estreptomicina ou gentamicina de
0,0005 30,25 mg/mL.

6. “DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CiTRICO EM SUA COMPOSICAO PARA CRIOPRESERVACAKO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARAGCAO DO MESMO” caracterizado por proceszo pars
obteng3o do produto definido na reivindicag3o induir a5 etapas de (a) Dissolugio
de 3cdo citrico, |b) Adig3o de gema de ovo e (c) Adig3o de, 30 menos, um
derivado de quitosana em solugio tamponada ce pHentre 68 7,5,

7. “DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CITRICO EM SUA COMPOSICEO PARA CRIOPRESERVACZO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACAO DO MESMO” de scordo com 3 reivindicag3o 6,
caracterizado por proceszo para obtengio do produto definido na reivindicagso
utilizar 30 menos um derivado de guitosana produzido por reagio de
modificagdes quimica de substituigio de grupos guimicos, de alongamento de
cadeis, de despolimerizag3o da quitozana ou uma combinagio destas; com
zolubilidade aquoza na faixa de pH compreendida entre 6,8 e 7.5.

8. DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO
CiTRICO EM SUA COMPOSICEO PARA CRIOPRESERVACEO DE SEMEN E
PROCESSO DE PREPARACEO DO MESMO”™ de scordo com 3 reivindicagio 7,
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caracterizado por processo pars obteng3o co produto definido na reivindicagio
utilizar como derivado de quitosana uma guitozana carboximetilada, quitozana
sulfatads, quitosana carboximetilada e sulfatada, quito-oligoszacarideo ou uma

combinag3o destaz.
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RESUNO

“DILUENTE CONTENDO DERIVADO DE QUITOSANA, GEMA DE OVO E ACIDO CITRICO
EM SUA COMPOSIGAO PARA CRIOPRESERVACAO DE SEMEN E PROCESSO DE
PREPARACAO DO MESMO".

A presente inveng3o trata de um diluente para crioprezervagio do sémen, contenco
derivado de quitosana em meio 3guozo tamponado em ass0Cia¢30 com a gema de ovo
e o icido citrico, juntamente com coadjuvantes; e zeu proceszo de preparagio. O
diluente proposto promove efeitoz beneficoz nos parametroz de motilidace,
estabilidade e viabilidade espermatica, podendo zer utilizado para prolongar a vids
funcional do espermatozoide criopreservado e melhorar o szeu dezempenho
reprodutivo. A inveng3o contribui para 3 eficienda dos atusis procedimentos de

crioprezervacio empregados no campo tecnico da reprodugio assistida.
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