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APRESENTACAO

A domesticacdo de animais levou o ser humano a conviver diretamente com
inUmeras espécies, sendo que algumas delas se tornaram dependentes dessa correlacéo.
A domesticagdo nos passou a responsabilidade de manter a saude, nutricdo, conforto e
seguranca dos animais de convivio domiciliar e os destinados a producgéo, o estudo da
ciéncia animal fornece o conhecimento necessario para manter as melhores condi¢des de
vida para esses animais.

O Médico Veterinario e Zootecnista sdo profissionais que se dedica ao estudo
desses animais, com a finalidade ndo somente de evitar, mas também identificar a nutricédo
adequada, estudar e tratar patologias que podem afetar diretamente no tempo e qualidade
de vida das espécies domesticadas.

Este livro ira complementar os conhecimentos do leitor em diversos aspectos da
sanidade animal, auxiliando o corpo académico e profissionais da area veterinaria na
resolugdo de quadros clinicos, e indicando alternativas de tratamento.

Em 17 capitulos o livro discorre assuntos na saude e reproducdo de equinos,
bovinos, caprinos, caes e gatos, visando apresentar os temas sob os aspectos técnicos e
cientificos, levando sempre em consideracéo a didatica na apresentagcdo dos conteudos.
Boa leitura!

Alécio Matos Pereira
Ana Larissa Pereira da Silva
Davy Frazéo Lima
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RESUMO: A equinocultura no pais esta em
constante expanséo, assim a tecnificacdo das
criacoes estd sendo cada vez mais solicitada.
A utilizagcdo de biotécnicas reprodutivas como
inseminacdo artificial e a transferéncia de
embrides estdo se expandido para aprimorar
a producdo desses animais. Para a realizacado
dessas biotécnicas, pode ser utilizado o sémen
equino fresco ou refrigerado. No transporte com
sémen refrigerado, necessita-se de diluentes
que oferecem protecdo aos espermatozoides,
conferindo assim maior viabilidade desse sémen.
Os diluentes industrializados, além de proteger
a membrana plasmatica dos espermatozoides
no choque térmico, possuem substancias
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SEMEN EQUINO

que neutralizam produtos toxicos oriundos do
crescimento bacteriano, como os antibiéticos.
Esses antibioticos sdo adicionados aos diluidores,
com o intuito de diminuir o crescimento bacteriano
no armazenamento do sémen até o momento
da inseminacdo, no entanto, os antibi6ticos
nao devem interferir na qualidade seminal, ou
mesmo impedir o estabelecimento da microflora
vaginal, o que favoreceria o crescimento de
microrganismos patogénicos. Como alternativa,
propomos a utilizagdo das AgNp (nanoparticulas
de prata), materiais com tamanho entre 1 e 100
nm, que podem contribuir na preservagdo das
caracteristicas espermaticas além de prevenir a
disseminacgéao de possiveis patdégenos.
PALAVRAS-CHAVE: AgNp; antibiéticos;
biotécnicas.

SILVER NANOPARTICLE IN BIOLOGICAL
CONTROL IN EQUINE SEMEN COOLING
DILUENT

ABSTRACT: The equine culture in the country is
in constant expansion, so the technification of the
creations is being more and more requested. The
use of reproductive biotechniques such as artificial
insemination and embryo transfer are expanding
to improve the production of these animals. To
carry out these biotechniques, it can be used in
fresh or refrigerated equine semen. In the transport
with refrigerated semen, extenders are needed
that provide protection to the spermatozoa,
thus providing greater viability of this semen.
Industrialized extenders, in addition to protecting
the sperm plasma membrane against heat shock,
contain substances that neutralize toxic products
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from bacterial growth, such as antibiotics. These antibiotics are suitable for extenders, in order
to reduce bacterial growth without semen storage until the time of insemination, however,
antibiotics should not interfere with the seminal quality, or even prevent the establishment of
the vaginal microflora, which would favor the growth of pathogenic microorganisms. How, we
propose the use of AgNp (silver nanoparticles), materials with a size between 1 and 100 nm,
which can contribute to the preservation of sperm characteristics in addition to preventing the
spread of possible pathogens.

KEYWORDS: AgNp; antibiotics; biotechniques.

11 INTRODUCAO

As biotecnologias da reprodugéo, tais como a coleta de sémen e inseminagéo
artificial sdo cada vez mais utilizadas. Essas técnicas possuem algumas vantagens como
impedir a transmissdo de doengas sexualmente transmissiveis e acidentes durante a
monta natural, até a otimizacdo dos garanhdes e disseminagdo do material genético, pelo
transporte do sémen refrigerado

O uso de sémen equino resfriado ocorre em nivel mundial, sendo enviado,
inclusive por via aérea,para regides muito distantes. O envio de sémen reduz gastos, evita
o transporte de éguas até o local onde se encontra o garanhdo e amplia o numero de
garanhdes disponiveis para os proprietarios das éguas ©.

A maioria dos diluentes de sémen equino que sao utilizados para a refrigeragéo
séo a base de leite em p6 desnatado, glicose e antibidticos. Um bom diluente deve conter
alguns atributos como uma osmolaridade compativel (300 a 400 mOsm/Kg), balango entre
0s elementos minerais, nutrientes, auséncia ou neutralizacdo de substancias téxicas,
promover protecdo contra alteragées bruscas de temperatura, estabilizagdo enzimatica e
garantir integridade de membrana plasmatica®.

O Botusemen® é um diluente para transporte de sémen equino, usado neste
experimento, que promove seguranga aos espermatozoides até o momento da inseminagao.
E composto por leite em po, antibidticos, tampdes, aglicares, conservantes e excipientes.

Os antibi6ticos sdo componentes relevantes dos diluentes. Visto que na coleta do
sémen com vagina artificial, pode acontecer contaminagéo bacteriana pelos 6rgaos genitais.
Os antibiéticos sdo usados com intuito de diminuir essa contaminacgéo bacteriana do sémen,
no entanto, eles ndo devem interferir na qualidade seminal ou impedir o estabelecimento
da microflora vaginal, o que favoreceria o crescimento de microorganismos patogénicos ©:

As AgNPS (Nanoparticulas de prata) podem contribuir na preservagcdo das
caracteristicas espermaticas além de potencialmente poder prevenir a disseminag¢éo de
possiveis patdgenos ©:

Ainda que existam muitas terapias antimicrobianas disponiveis no mercado para
diferentes infec¢des bacterianas, seu uso indiscriminado fez com que varias bactérias
patogénicas adquirissem resisténcia. Uma das formas de resisténcia bacteriana é
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caracterizada pela formagédo de biofilme, que dispde de um mecanismo de agdo bem
complexo e dindmico, onde colénias microbianas crescem envoltas por um material viscoso
aderido na superficie ©

A contaminacgao do ejaculado por bactérias patogénicas, pode induzir & ativagdo de
caspases nos espermatozoides, promovendo perda da fun¢do espermatica e indugéo da
apoptose. Tal deterioracdo é mais expressiva durante o processo de armazenamento do
sémen @

Deste modo, a busca por novas alternativas viaveis para o desenvolvimento de
antimicrobianos que controlem ou eliminem este tipo de resisténcia € urgente e primordial.
Assim, a nanotecnologia apresenta-se como uma alternativa importante, visto que os
compostos na escala nanométrica apresentam propriedades distintas quando comparados
na escala macrométrica ®:

As nanoparticulas s@o substancias com dimensdes entre 1 e 100 nanémetros (nm)
apresentam alto potencial de destruir ou reduzir a atividade de varios micro-organismos.
Dentre as nanoparticulas metalicas, as de prata séo as mais conhecidas por suas utilidades
em diferentes areas, como na medicina humana e veterinéaria, farmacologia, odontologia,
industria alimenticia, entre outras ©-

A forma como a nanoparticula é sintetizada é o que define algumas de suas
propriedades. Modificagdes no pH, temperatura, concentracdo do composto utilizado como
fonte de prata, entre outros fatores, influenciam o tamanho, a forma e a estabilidade da
NP ©- A sintese pode ser quimica, biolégica (extratos de sistemas vivos) ou fisica, sendo o
processo biolégico considerado 0 menos agressivo para 0 meio ambiente.

Ha um grande interesse na utilizacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs),
devido as suas propriedades relevantes, como area superficial elevada, alta atividade
antimicrobiana e como alternativa para diminuicdo da adesdo bacteriana e prevencédo da
formacgéao de biofilmes ©

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do experimento e animais utilizados

As andlises microbioldgicas e diluicdo das AgNPs foram realizadas no Laboratério
de Microbiologia da Universidade Federal Jatai.

2.2 Reagentes e meios

As AgNPs foram adquiridas no laboratério de Quimica da UFJ. Os meios diluidores
foram adquiridos na empresa Botupharma®.
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2.3 Cultura e isolamento de bactérias

As bactérias foram obtidas atraves do Laboratério de Microbiologia da UFJ.

Foram utilizadas culturas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp incubados
em caldo nutriente a 37°C por 24 horas.

Foi realizado o cultivo de ambas bactérias, a semeadura da bactéria e selecao das
colénias. Para obter isolados puros, as colbnias, que apareceram depois de 24 horas em
incubacao a 37°C, foram selecionadas com base nas suas caracteristicas morfologicas e
cultivadas novamente (19

O total de coldnias contadas foi multiplicado por 10 CFUs de acordo com a diluicao
usada neste estudo.

2.3.1 Determinacéo da concentracdo de AgNP

Foi utilizado inicialmente, AgNP diluida em agua destilada, fornecida pelo Laboratorio
de Quimica da Universidade, na concentracao original de 0,107mg/ml.

As concentragdes da AQNP no Botusemen usadas foram: 10%, 5%, 2,5%, 1% € 0,1%
(7 grupos), o grupo controle foi composto pelo o Botusemen® original (com antibiético) e
Botusemen ® sem antibiotico.

Foram usadas duas concentragcbes de Staphylococcus aureus: 1x103 UFC/mL
(concentragdo de uso baixa) e 1x10° UFC/mL (concentragéo de uso alta).

Na concentracéo alta, foi realizada a semeadura da bactéria e selecionadas 4
colbnias, que apareceram depois de 24 horas em incubacdo a 37°C. Foram adicionadas
essas 4 colbnias em um tubo com caldo nutriente composto por Peptona de Gelatina e
Extrato de carne (5ml), dessa solugéo, retirou-se 50 pl que foram acrescentadas a 5 ml de
Botusemen ® sem antibiético, totalizando 5.050 ul (10) (figura 2).

Figura 2 - Representacao esquematica do processo de incubacéo das bactérias - Primeiro passo.

Fonte: Elaborado pela autora. (10)(figura 2).
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Com a baixa concentragéo, foi utilizado os 10 ul da solugdo, acrescidos a 10 ml
de solugdo PBS (Tampéo fosfato-salino). Retirou-se 10 ul acrescentados a um ml de
Botusemen®, totalizando 1.010 pl. As solugéo foram mantidas em 24 e 48 horas na estufa.O
experimento foi realizado em triplicata.

As concentracgbes definidas de AgNPS (figura 3) foram: 42,8 ug (10%), 21,4 ul (5%),
10,7 ul (2,5%), 5,3 pl (1%), 2,6 ul (0,6%), 1,33 pl (0,3%) e 0,66 pl (0,1%).

Figura 3-Representacéo esquematica do processo de incubagéo das bactérias.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na concentragdo de 42,8 ul foi adicionada a bacteria S. aureus, 400 pul de Botusemen
sem antibidtico, 400 pl de caldo nutriente, 800 pl de AgNP, totalizando 1.600 pl de solugéo.
Nas concentracdes restantes (21,4 — 10,7 — 5,3 — 2,6 — 1,33 e 0,66pl), foi adicionado
apenas 400 pl de S. aureus + Botusemen e 400 pl de caldo nutriente, sem adicdo de AgNP.

800 pl de AgNP foram adicionados apenas na maior concentragcdo 42,8 ul,
homogenizadas e transferidas para o préximo microtubo.

No grupo controle (GC) positivo, adicionou-se 400 pl de S. aureus ao Botusemen®
com antibidtico e 400 ul de caldo nutriente, j& no grupo controle negativo, foi adicionado
400 pl de S. aureus ao Botusemen ® sem antibiotico e 400 ul de caldo nutriente.

Depois de 24 horas na estufa, os microtubos foram adicionados em uma placa de
petri vazia, com suas respectivas identificacbes, em seguida adicionou-se o agar PCA, e
as placas foram homogeneizadas (nesse teste, diluicdo e 4gar homogeneizados juntos
(por agitacao circular, deixando-se solidificar e foram incubadas a 37 °C por 48 horas. O
numero de coldnias formadas foi contado e os resultados foram expressos como unidades
formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL) (19
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Foram feitos os mesmos processos e andlises com a bactéria Pseudomonas spp.

O numero de colbnias formadas foi contado e os resultados foram expressos como
unidades formadoras de col6énia por mililitro (UFC/mL).

As colbnias, que apareceram depois de 24 horas em incubacéo foram selecionadas
com base nas suas caracteristicas morfologicas.

A contagem das UFC foi realizada com o auxilio de um contador de col6nias manual

(Tabela 1). Definindo-se os termos como:
+  Colbnias ausentes: placas sem crescimento macroscépico de colbnias;

+  Colbnias contaveis: placa com crescimento < 300 a colbnias, que fossem con-
taveis macroscopicamente;

+  Colbnias incontaveis: placa com crescimento macroscédpico > 300 coldnias.

.

31 RESULTADOS

De acordo com a Tabela 1, na bactéria S. aureus, a concentragéo inibitéria foi de
21,4 ug, ja na bactéria Pseudomona spp, a concentracgéo inibitéria minima foi de 5,35 pl.
Foram testadas também as AgNP diluidas em PBS. A Tabela 2 nos mostra os

resultados:
S. aureus Pseudomonas spp
Concentracoes (pl) Contagem (UFC/ml) Concentracoes (ul) Contagem
(UFC/mlI)
GC - Incontaveis C — (sem antibiético) Incontaveis
GC + Ausente C + (com antibiético) Ausente
0,66 72 0,66 220
1,33 Incontaveis 1,33 40
2,67 Incontaveis 2,67 107
5,35 Incontaveis 5,35 Ausente
10,7 65 10,7 Ausente
21,4 Ausente 21,4 Ausente
42,8 Ausente 42,8 Ausente

GC = Grupo Controle

Tabela 1-Resultados Microbiolégicos — Contagem de col6nia das bactérias Staphylococcus Aureus e
Pseudomonas SPP.
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Pseudomonas (un) S. aureus (ul)

GC — (sem antibiético): Incontaveis GC — (sem antibiotico): Incontaveis
GC + (com antibiotico): Ausente GC + (com antibi6tico): Ausente
0,66: 220 col6nias 0,66: 155 coldnias

1,33: 122 1,33: 87

2,67:74 2,67: 60

5,35: 53 5,35: 52

10,7: Ausente 10,7: 41

21,4: Ausente 21,4: Ausente

42,8: Ausente 42,8: Ausente

Tabela 2-Resultados Microbiologicos da AgNP diluida em PBS

Como resultado, seguem as concentrac6es de AgNP diluida em agua destilada:
- S. aureus: 21,4 ul
+  Pseudomonas: 5,35 ul

Concentragéo da AgNP diluida em meio PBS:
- S. aureus: 21,4 pl.

*  Pseudomonas: 10,7 ul

41 DISCUSSAO

Existem varios mecanismos de acdo associados as nanoparticula de prata,
dependendo de fatores como tamanho, recobrimento e forma da NPAg. Elas também
podem formar aglomerados, afetando a capacidade de inibir a atividade microbiana por
este composto. Este processo causa o aumento de tamanho das nanoparticulas e faz com
que liberem menos ions, influenciando o grau de inibigdo gerado por ela "

Um dos mecanismos é relacionado ao tamanho de NPAg, que pode aderir a
membrana celular, alterando a permeabilidade desta ou atravessando a membrana,
desarranjando os demais sistemas bacterianos ©

Desde que existente na superficie da bactéria, a nanoparticula pode tanto entrar na
bactéria através dos poros presentes na sua superficie ou sofrer endocitose e serincorporada
na bactéria. Em ambos casos, foi demostrado que a prata interage com compostos que
contém enxofre e fésforo, como o DNA, conseguindo danifica-lo e impedindo que a bactéria
de reproduza de forma apropriada, sendo capaz de gerar morte bacteriana ('?-

As nanoparticulas de prata podem induzir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, que gera estimulacdo do mecanismo antioxidante celular, danificando o DNA e
induzindo a morte celular sem danos a membrana® Também sdo capazes de danificar as
trocas que ocorrem na mitocdndria, produzindo acumulo intracelular de radicais livres e
dissipacdo da forgca motriz dos proétons para a geragdo de ATP. Assim, nota-se que ainda
h& muita davida quanto a forma de ag¢édo da nanoparticula, havendo varios mecanismos
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propostos. Contudo, o que parece mais aceito sdo os estudos que apontam para a produgéo
de espécies reativas de oxigénio ("

As nanoparticulas de prata foram capazes de inativar o crescimento das bactérias,
nas concentracoes de 21,4 ul (S. aureus), 5,35 pl (Pseudomonas — AGNP em éagua
destilada) e 10,7 pl (Pseudomonas- AGNP em PBS).

Houve pequena variagdo na concentracdo da AgNP diluida em &gua destilada
quando compara ao meio PBS. Pode-se concluir que a AgNP teve efeito microbiano
satisfatério quando adicionada a cultura de bactérias.

As nanoparticulas de prata apresentaram efeito antimicrobiano sobre os isolados
de Staphylococcus Aureus e Pseudomonas spp testados. Assim, foi possivel determinar a

concentracdo e o tamanho das nanoparticulas neste estudo.

51 CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata foram capazes de inativar o crescimento das bactérias,
nas concentracoes de 21,4 ul (S. aureus), 5,35 pl (Pseudomonas — AGNP em agua
destilada) e 10,7 pl (Pseudomonas- AGNP em PBS).

Mais estudos sdo necessarios para verificar a concentracdo ideal que cause
a inativagdo do crescimento bacteriano, e que néo interfira no potencial fertilizante dos
espermatozoides.

Novos ensaios devem ser realizados para aprimorar a agao das nanoparticulas
de prata, combinando-as com outros compostos para que, além das mesmas exibirem
acao antibiofilme, possam apresentar potencial antimicrobiano e sejam tdxicas aos

espermatozoides.
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