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RESUMO

A utilizacdo de biotécnicas reprodutivas como inseminacdo artificial e a
transferéncia de embrides estdo se expandido para aprimorar a producdo desses
animais. Para a realizacdo 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. S&o adicionados antibioticos aos diluidores, com o intuito de diminuir o
crescimento bacteriano no armazenamento do sémen até o momento da inseminacao,
no entanto, os antibiéticos ndo 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 AgNp (nanoparticulas de
prata), que pode contribuir na preservacao das caracteristicas espermaticas além de
prevenir a disseminacao de possiveis patdégenos.

Palavras chave: AgNp, antibiéticos, diluentes, sémen.



ABSTRACT

Equine breeding is constantly expanding, in which the intensification and technification
of breeding is increasingly required. The use of reproductive biotechniques as artificial
insemination and embryo transfer are expanding to improve the production of these
animals. For the realization of these biotechniques, fresh or refrigerated equine semen
can be used. When transporting with refrigerated semen, diluents are needed to
provide protection for sperm, thus conferring greater viability of this semen. Antibiotics
are added to the extenders in order to decrease bacterial growth in semen storage until
the time of insemination, however, antibiotics must not interfere with seminal quality,
or even prevent the establishment of vaginal microflora, which would favor growth of
pathogenic microorganisms. As an alternative, we propose AgNp (silver
nanoparticles), which can contribute to the preservation of sperm characteristics in
addition to preventing the spread of possible pathogens.

Keywords: AgNp, Antibiotics, Semen extenders, semen.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO GERAL

A Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura — FAO
(2016) — estimou a populacdo mundial de equinos em 2016 em 59.048.194 cabecas,
tornando o Brasil o maior rebanho da América do Sul, com mais de cinco milhdes de
cabecas de equinos, ocupando o quarto lugar no mundo. A equinocultura no pais esta
em constante expansao, assim a tecnificacdo das criacdes esta sendo cada vez mais
solicitada (FARIAS et al., 2019). A inseminacéo artificial € uma técnica utilizada como
uma importante ferramenta para o melhoramento reprodutivo, tanto com sémen
resfrigerado ou congelado.

A utilizacdo do sémen refrigerado permite a manutencdo do potencial
fertilizante dos espermatozoides por periodos de 24 a 36 horas, propiciando uma
flexibilidade na coleta e envio do sémen no momento mais oportuno (VARNER et al.,
1998). O sémen refrigerado apresenta muitas vantagens como a redugéo com gastos
inerente ao transporte e a hospedagem de animais, menor risco com acidentes e
aquisicao de doencas sexualmente transmissiveis e reducdo do estresse provocado
pelo transporte dos animais (MACIEL et al., 2016).

Em torno de 5 °C, o espermatozoide usa o metabolismo anaerdbico, que é
induzido pelo esgotamento de oxigénio, provocando a diminui¢do do pH, reducéo do
metabolismo e producdo de ATP, ocasionando queda de motilidade. Assim, é
essencial a utilizacdo dos diluentes para a manutencéo das propriedades do sémen
refrigerado a 5 °C por 24 horas ou mais de armazenamento. Os diluentes de sémen
disp6em da capacidade de exercer efeitos benéficos controlando o pH e osmolaridade
do meio, oferecendo substrato energético para o espermatozoide e diluindo o plasma
seminal (MARTINS et al., 2016).

Os diluentes industrializados, além de proteger a membrana plasmatica dos
espermatozoides no choque térmico, possuem substancias que neutralizam produtos
toxicos oriundos do crescimento bacteriano, como os antibioticos. Diluentes
comerciais foram desenvolvidos para beneficiar a viabilidade espermética durante a
refrigeracdo, para a manutencao da motilidade adequada para inseminagao por mais
de 24 horas a 5 °C (CASTRO et al., 2020).



As AgNPS (Nanoparticulas de prata) podem contribuir na preservacao das
caracteristicas espermaticas além de potencialmente poder prevenir a disseminacéo
de possiveis patégenos (DOS SANTOS et al., 2014).

A utilizag@o de antibioticos nos meios de diluicdo de sémen é aconselhada
com o intuito de reduzir o crescimento bacteriano no armazenamento do sémen até o
momento da IA (SILVA et al., 2011). Altas concentracfes de antibioticos sdo deletérias
ao espermatozoide pela sua toxicidade e podem resultar na diminuicéo da fertilidade
no processo da inseminacéo artificial (OLIVEIRA et al., 2018).

A contaminacdo do ejaculado por bactérias patogénicas, pode induzir a
ativacdo de caspases nos espermatozoides, promovendo perda da funcao
espermética e inducdo da apoptose. Tal deterioracdo € mais expressiva durante o
processo de armazenamento do sémen. (SANCLER - SILVA et al., 2020).

Na busca de novas estratégias para combater os microrganismos patogénicos
pode-se aplicar a utilizacdo de moléculas biologicamente ativas na formulacdo de
meios para manutencao de sémen, faremos abordagem sobre as nanopatrticulas, que

sao definidas como materiais com tamanho entre 1 e 100 nm, com propriedades
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mecanicas, opticas, elétricas e estruturais avancadas, além de uma aumentada area
de superficie em relacdo a substancia original (DOS SANTOS et al., 2012).

Existem moléculas biologicamente ativas que possuem acdo contra
microrganismos, ndo apenas contra bactérias como a maioria dos antibiéticos. Dentre
essas moléculas as nanoparticulas de sais de prata (AgNPs) possuem diversas
aplicacoes, destacando-se sua atuacdo como antimicrobiano e em razao do atual
problema de resisténcia bacteriana, esse produto vém se tornando foco de estudos
para novas drogas que atuem como antimicrobianos ou em sinergismo com
medicamentos atuais (DOS SANTOS et al., 2014).

A possibilidade de desenvolver nova geracdo de meios diluentes com
produtos antimicrobianos que nao induzem resisténcia bacteriana tornam a AgNPs
uma alternativa atrativa para superar o problema da resisténcia aos medicamentos
(DOS SANTOS et al., 2014). Além disso, em garanhdes com problemas infecciosos
cronicos do trato reprodutivo, por exemplo vesiculites crénicas, que costumam ser
causadas por bactérias resistentes a uma série de antibioticos disponiveis no mercado
(VARNER et al.,1998), seriam uma alternativa para melhorar a qualidade desse
sémen e diminuir a disseminacéo desses patdogenos para outros animais.

O presente projeto tem como objetivo avaliar a atividade de AgNPs como
componente de controle microbiano no refrigeramento de sémen equino e seus efeitos
sobre os parametros espermaticos, microbiolégicos e de fertilidade. O trabalho se
justifica pela necessidade de testar diferentes concentracbes de AgNPs no sémen

equino refrigerado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transporte de sémen equino

No Brasil, os sistemas de refrigeracdo de sémen equino mais empregados
Sao os sistemas passivos, onde a reducao da temperatura do sémen € mantida em
caixas isotérmicas préximas a uma fonte de frio (gelo biolégico reciclavel), que
permitird o sémen refrigerado a 15 a 20°C, ou refrigerado a 4 a 6°C, para preservagao
e transporte do material biol6gico em periodos variando de 1 a 48 horas. Dessa forma,
0 sémen mantido a 5°C, pode ser utilizado por até 48 horas (DA SILVA et al., 2017).

As caixas isotérmicas deverdo apresentar condigcbes adequadas, como o
completo isolamento do ambiente, ser inGcuo para 0s espermatozoides, manter a
temperatura para o tempo proposto e permitir a realizacdo de curva de refrigeracéo
lento (DA SILVA et al., 2017).

No processo de refrigeramento do sémen de 37°C a 5°C, a refrigeracéo deve
ser controlada, principalmente entre 19°C e 8°C, que € a faixa de maior sensibilidade
da célula espermatica equina, ja que neste intervalo pode haver o choque térmico.
Salientando que nesta faixa de temperatura, os lipideos da membrana plasmatica
estdo na fase de transicao, que corresponde do estado fluido para o gel, e apds sair
desse periodo, a refrigeracdo pode ser feita de forma rapida a partir de 8°C até 5°C
(MORAN et al.,1992).

A refrigeracdo do sémen € uma biotécnica usada para aumentar a
longevidade de espermatozoides fora do trato reprodutivo, o que otimiza 0 seu uso e,
consequentemente, aumenta o numero de produtos obtidos de animais de genética
nobre (DE OLIVEIRA et al., 2017). O ciclo da refrigeracdo inclui a diminuicdo da
temperatura, o armazenamento seguido do reaquecimento do sémen para
posteriormente ser utilizado, esperando-se que a célula espermatica permanecga com
sua integridade estrutural e funcédo semelhante a célula espermatica do sémen fresco
(MORAN et al., 1992).

Na utilizagdo do sémen refrigerado varios fatores podem interferir no resultado
final da fertilizagcdo de éguas inseminadas, tais como: a temperatura e o tempo de

armazenamento do sémen, o tipo de container, a curva de refrigeracdo, 0 momento
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da inseminacdo, a qualidade individual do garanhdo, além do tipo de diluente
empregado (NEUHAUSER et al., 2018).

A manutencéo da fertilidade dos espermatozoides € imprescindivel durante a
refrigeracdo, o transporte até o momento da inseminacdo. Qualquer alteracdo que
ocorra durante a colheita e 0 armazenamento do gameta masculino, até o seu contato
com o ovaQcito, podera afetar a fecundacéo (FELICIO et al., 2017).

Em temperatura corporal, 0 metabolismo espermético € alto e, a cada 10°C
de sua queda, este diminui em cerca de 50%. Quando os espermatozoides s&o
mantidos a 5°C, apenas 10% de seu metabolismo € essencial para sua sobrevivéncia
guando comparado a preservacao a 38°C. Assim, a refrigeracao diminui o catabolismo
esperméatico, o que é necessario para a preservacdo do ejaculado por periodos
duradouros (FELICIO et al., 2017).

A refrigeracdo pode levar a ruptura acrossomal acarretando uma diminuicao
da fertilidade. A reducao da temperatura de 38°C para 30°C de uma amostra de sémen
composta por células com membranas instaveis, devido a capacitacéo, ja € o
suficiente para desencadear a reacédo do acrossomo. Assim, deve-se estar atento aos
danos que o diluente e a curva do refrigeracdo utilizados podem acarretar ao
acrossoma. Logo, protegendo-se as membranas celulares e as funcdes espermaticas
no decorrer da refrigeracdo até o momento da inseminacao, espera-se um aumento
da longevidade dos espermatozoides por diminuicdo na utilizacdo das reservas de
ATP, permitindo que o ejaculado seja utilizado por longos periodos apés sua colheita
(VARNER et al., 1998).

2.3 Principais diluentes empregados na refrigeracdo do sémen equino

O uso do diluente é essencial para a protecdo do espermatozoide durante
seu armazenamento. Acredita-se que os diluentes prolongam a vida dos
espermatozoides, estabilizando os sistemas enzimaticos e conservando a integridade
da membrana. Além do mais, protegem o espermatozoide de condi¢bes ambientais
desfavoraveis, como o choque térmico (MARTINS et al., 2016).

Considerando a signitifcativa reducdo da motilidade espermatica em
equinos quando realizada a refrigeragdo do sémen por 24h ou mais, torna-se
importante a utilizacdo de diluentes especificos para a conservacdo das

caracteristicas seminais e consequentemente, a preservacao da fertilidade. A selecéo



10

do diluente deve ser baseada no tipo de inseminacdao artificial a ser realizada, tempo
de armazenamento e na individualidade de resposta ao refrigeramento de cada
garanhao (AGUIAR et al., 2020).

A maioria dos diluentes de sémen equino que sao utilizados para a refrigeragao
sdo a base de leite em p6 desnatado, glicose e antibiéticos. Um bom diluente deve
conter alguns atributos como uma osmolaridade compativel (300 a 400 mOsm/Kg),
balanco entre os elementos minerais, nutrientes, auséncia ou neutralizagdo de
substancias toxicas, promover protecdo contra alteracdes bruscas de temperatura,
estabilizacdo enzimatica e garantir integridade de membrana plasmatica (AMMAN et
al., 1987) .

O Botusemen® € um diluente para transporte de sémen equino, usado em
NOSSO experimento, que promove seguranga aos espermatozoides até o momento da
inseminacdo. E composto por leite em pd, antibiticos, tampées, aclcares,
conservantes e excipientes.

Os antibioticos sdo componentes relevantes dos diluentes. Visto que na
coleta do sémen com vagina artificial, pode acontecer contaminagéo bacteriana pelos
orgaos genitais. Os antibitticos sdo usados com intuito de diminuir essa contaminagao
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 (FELICIO et al., 2017).

O pénis do garanhao possui flora microbiana natural que é capaz de
contaminar o sémen durante a ejaculacdo. Tradicionalmente, os antibidticos foram
incorporados aos diluentes para inibir o crescimento bacteriano no sémen
armazenado e resguardar a égua da endometrite pds-cobertura. Contudo, ndo
somente as bactérias, como alguns antibiéticos podem ter efeitos prejudiciais sobre
0s espermatozoides, como a gentamicina e sulfato de polimixina, que diminuem a
motilidade do sémen durante o refrigeramento (CASTRO et al., 2020).

Embora a maioria dos meios utilizados para diluicio do sémen equino
refrigerado ser composto de leite desnatado e glicose, variagcbes estao
comercialmente disponiveis e divergem especialmente quanto & composicdo de
antibiéticos e acucar (FELICIO et al., 2017).

2.4 Nanotecnologia - Nanoparticulas de prata
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A nanotecnologia amplia a ciéncia de materiais para o dominio de particulas
com dimensdes extremamente pequenas, da ordem de um a cem nandmetros.
Particulas deste tamanho, ou “nanoparticulas”, possuem uma vasta area superficial e
podem exibir propriedades mecénicas, Opticas, magnéticas ou quimicas (FERREIRA
et al., 2017).

E uma das areas da ciéncia que se desenvolve atualmente, resultado dos
grandes investimentos em pesquisa, sendo 0s maiores investidores e com maior nivel
de desenvolvimento os Estados Unidos, seguidos da Alemanha e Jap&o (ALENCAR
et al., 2017).

O uso das nanoparticulas esta presente nas mais variadas areas e produtos
de consumo, como na fabricagcdo de dispositivos eletronicos, aditivos alimentares,
produtos antibacterianos, engenharia de tecidos, na confeccdo de embalagens, em
produtos de higiene pessoal, cosméticos, na medicina, também em pesquisas
bioldgicas, imunoensaios,assim como nanocarreadores de agentes terapéuticos que
agem na liberacéo de farmacos e genes (ALENCAR et al., 2017).

Dentre os varios tipos de metais usados na preparacdo de nanoparticulas, os
metais de transicdo Sdo 0S que geram maior interesse, em virtude de suas
propriedades cataliticas. A prata € um dos metais de transicdo mais importantes para
o desenvolvimento de novas metodologias de preparacdo de nanoparticulas e
também por ser um material tecnologicamente relevante (MAZIERO et al., 2016).

A prata em escala nanométrica apresenta uma melhor interacdo com 0s
microrganismos devido a sua grande area superficial. Assim, estas nanoparticulas
acometem a superficie celular e também penetram no interior desses organismos. As
nanoparticulas de prata sdo capazes de promover uma liberacdo sustentada de Ag+
no interior das células dos microrganismos, podendo formar radicais livres e induzir o
estresse oxidativo, fortalecendo sua atividade antimicrobiana (MAZIERO et al., 2016).

As AgNPs dispdem de uma propriedade antimicrobiana eficaz em razéo da
grande area capaz de proporcionar um melhor contato com os microrganismos. Se
ligam a membrana celular das bactérias assim como podem penetrar em seu interior.
No momento em que a nanoparticula entra na bactéria ataca preferivelmente a cadeia
respiratéria e a divisdo celular, podendo levar a morte. A liberacdo dos ions de prata
nas células bacterianas amplia a atividade bactericida destas nanoparticulas (DOS
SANTOS et al, 2014).
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O efeito mais evidente € o estresse oxidativo, as AgQNPs se acumulam nas
mitocondrias, causando um dano mitocondrial, perturbando a cadeia respiratoria,
gerando ROS e estresse oxidativo. E possivel que as AgNPs atuem também
diretamente no reticulo endoplasmatico (RE) impedindo as moléculas de proteinas de
se dobrarem para assumir a sua configuracdo funcional. Desse modo, as AgNPs
podem induzir a apoptose.

Nos ultimos anos, o0 aparecimento de microrganismos resistentes como
fungos, virus e bactérias aumentou em um ritmo preocupante, tornando necessério a
busca de novos agentes para controle efetivo destes microrganismos. De preferéncia
naturais e que ndo sejam toxicos ao meio ambiente nem aos seus componentes em
geral. Para tal, a utilizagdo de nanoparticulas de prata surge como uma alternativa

viavel e eficiente para este fim.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os beneficios expostos, as nanoparticulas de prata podem

ser mais uma alternativa no controle microbiolégico
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CAPITULO 2 - NANOPARTICULAS DE PRATA NO CONTROLE BIOLOGICO DE
SEMEN EQUINO REFRIGERADO

PRADO, L.G*, MACHADO,M.R.F!, ARAUJO, G.H.M?

1 Programa de p0Os graduacgdo em Biociéncia animal. Departamento de Pos Graduagéo
em Biociéncia animal, Universidade Federal de Goias, Campus Jatai, Rodovia BR
364, Km 192, caixa postal 03, CEP 75801-615 Jatai — GO

RESUMO

O uso do diluente € essencial para a protecdo do espermatozoide durante seu
armazenamento. Sabe-se que os diluentes prolongam a vida dos espermatozoides,
estabilizando os sistemas enzimaticos e mantém a integridade da membrana. Além
disso, protegem o espermatozoide de condicbes ambientais desfavoraveis, como o
choque térmico. A utilizacdo do diluente é importante para a conservacdo das
caracteristicas seminais e consequentemente, a preservacdo da fertilidade. Sé&o
adicionados antibitticos aos diluidores, com o intuito de diminuir o crescimento
bacteriano no armazenamento do sémen até o momento da inseminacédo, no entanto,
0s antibidticos ndo devem interferir na qualidade seminal, ou mesmo impedir o
estabelecimento da microflora vaginal, o que favoreceria 0 crescimento de
microrganismos patogénicos. Como alternativa, propomos a AgNp (nanoparticulas de
prata), que pode contribuir na preservacao das caracteristicas espermaticas além de
prevenir a disseminacdo de possiveis patdgenos.O objetivo foi avaliar o efeito
microbiolégico das AgNPs nos meios diluidores de sémen equino para transporte.
Objetivamos avaliar também o efeito da AgNp diluida em PBS e em agua destilada
em diferentes diluicbes sobre o0 crescimento bacteriano em colbnias de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. Houve pequena variacdo na
concentracdo da AgNP diluida em agua destilada quando compara ao meio PBS. A
AgNP teve efeito microbiano satisfatério quando adicionada a cultura de bactérias.

Palavras chave: AgNp, antibiéticos, diluentes, sémen.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobials has propitiated some pathogenic bacteria to
the selection of multidrug-resistant strains, a circumstance that can be aggravated by
the formation of biofilm. Thus, as silver nanoparticles (AgNPs) standing out as an
innovative, low cost and efficient alternative against diseases caused by bacteria.
The objective was to evaluate the activity of AQNPs as a component of microbial control
in the cooling of equine semen and its effects on sperm, microbiological and fertility
parameters and, mainly, to analyze the effects of different needs / dilutions of AgNp on
sperm membrane integrity, Motility , Stamina and pathologies of equine semen
refrigerated at different temperatures (24h - 50C and 150C; 48h - 50C) in semen
diluting media for transportation. We also aim to evaluate the effect of AgNp (diluted in
PBS and distilled water) at different dilutions on bacterial growth in colonies of
Staphylococcus aureus and Pseudomonas spp. There was little variation in the
concentration of AgNP diluted in distilled water when compared to the PBS medium.
AgNP had a satisfactory microbial effect when it appeared in the culture of bacteria.

Keywords: AgNp, antibiotics, thinners, stallions, semen.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias da reproducéo, tais como a coleta de sémen e inseminacao
artificial sdo cada vez mais utilizadas. Essas técnicas possuem algumas vantagens
como impedir a transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis e acidentes
durante a monta natural, até a otimizacao dos garanhdes e disseminacao do material
genético, pelo transporte do sémen refrigerado (BAZZANO et al., 2021).

O uso de sémen equino resfriado ocorre em nivel mundial, sendo enviado,
inclusive por via aérea,para regidées muito distantes. O envio de sémen reduz gastos,
evita o transporte de éguas até o local onde se encontra o garanhdo e amplia o nimero
de garanh®es disponiveis para os proBprietarios das éguas.

As AgNPS (Nanoparticulas de prata) podem contribuir na preservagcdo das
caracteristicas espermaticas além de potencialmente poder prevenir a disseminacao
de possiveis patégenos.

Ainda que existam muitas terapias antimicrobianas disponiveis no mercado
para diferentes infec¢cdes bacterianas, seu uso indiscriminado fez com que varias
bactérias patogénicas adquirissem resisténcia. Uma das formas de resisténcia
bacteriana é caracterizada pela formacao de biofilme, que disp6e de um mecanismo
de acdo bem complexo e dinédmico, onde col6nias microbianas crescem envoltas por
um material viscoso aderido na superficie (BRAGA et al.,2018).

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
guando comparados na escala macrométrica (ALENCAR et al., 2017).

As nanoparticulas sao substancias com dimensdes entre 1 e 100 nandmetros
(nm) apresentam alto potencial de destruir ou reduzir a atividade de varios micro-
organismos. Dentre as nanoparticulas metalicas, as de prata sédo as mais conhecidas
por suas utilidades em diferentes areas, como na medicina humana e veterinaria,

farmacologia, odontologia, industria alimenticia, entre outras (BRAGA et al.,2018).
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A forma como a nanoparticula é sintetizada é o que define algumas de suas
propriedades. Modificagdes no pH, temperatura, concentragcdo 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 bioldgico 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 adesao bacteriana e prevencao
da formacéo de biofilmes (MAZIERO et al., 2016).

2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do experimento e animais utilizados

As andlises microbiolégicas 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®.

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 selecéo
das colbnias. Para obter isolados puros, as colonias, que apareceram depois de 24
horas em incubacéo a 37°C, foram selecionadas com base nas suas caracteristicas

morfoldgicas e cultivadas novamente.
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O total de coldnias contadas foi multiplicado por 10° CFUs de acordo com a

diluicdo usada neste estudo.

2.3.1 - Determinacédo da concentracdo de AgNP

UFoi utilizado inicialmente, AgNP diluida em agua destilada, fornecida pelo
Laboratério de Quimica da Universidade, na concentracdo original de 0,107mg/ml.

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

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

Na concentracgéo alta, foi realizada a semeadura da bactéria e selecionadas 4
coloénias, que apareceram depois de 24 horas em incubacdo a 37°C. Foram
adicionadas essas 4 colénias 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 antibittico, totalizando 5.050 pl (figura 2).

Com a baixa concentracao, foi utilizado os 10 ul da solucéo, acrescidos a 10
ml de solucédo PBS (Tampéao fosfato-salino). Retirou-se 10 pl acrescentados a um ml
de Botusemen®, totalizando 1.010 pl. As solucdo foram mantidas em 24 e 48 horas
na estufa.O experimento foi realizado em triplicata.

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

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

nutriente, sem adicédo de AgNP.
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800 pl de AgNP foram adicionados apenas na maior concentracdo 42,8 ul,

homogenizadas e transferidas para o préximo microtubo.

. 400 pl de S. aureus +
Botusemen sem antibidtico

. 400 pl caldo nutriente

800 pl NanoAg

Total 1.600 pl

FIGURA 2-REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE INCUBAGAO DAS BACTERIAS — PRIMEIRO
PASSO. FONTE:ELABORADO PELA AUTORA.

Amostra inicial ~ 21,4pl 10,7 pl 33 2,6l 1,33 0,66 pl
42 pl \-__ ___/
S. aureus +" Botusemen T
sem antibidtico
400 pl
400 pl de 5. gureus +
400 pl caldo nutriente Botusemen sem antibidtico

+ s

800 pl NanoAg
400 pl caldo nutriente

4
ot 24 h/ 37°C

FIGURA 3-REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE INCUBAGAO DAS BACTERIAS.
FONTE: ELABORADA PELA AUTORA.

No grupo controle (GC) positivo, adicionou-se 400 ul de S. aureus ao

Botusemen® com antibiotico e 400 pl de caldo nutriente, ja no grupo controle negativo,
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foi adicionado 400 ul de S. aureus ao Botusemen ® sem antibiético e 400 pl de caldo
nutriente.

Depois de 24 horas na estufa, os microtubos foram adicionados em uma placa
de petri vazia, com suas respectivas identificacdes, em seguida adicionou-se o agar
PCA, e as placas foram homogeneizadas (nesse teste, diluicio e &agar
homogeneizados juntos (por agitacdo circular, deixando-se solidificar e foram
incubadas a 37 °C por 48 horas. O numero de colénias formadas foi contado e os
resultados foram expressos como unidades formadoras de colénia por mililitro
(UFC/mL).

Foram feitos 0s mesmos processos e andlises com a bactéria Pseudomonas
spp.

O nuamero de colbnias formadas foi contado e os resultados foram expressos
como unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL).

As colonias, que apareceram depois de 24 horas em incubagdo foram
selecionadas com base nas suas caracteristicas morfolégicas.

A contagem das UFC foi realizada com o auxilio de um contador de colonias
manual (Tabela 1). Definindo-se os termos como:

Colbnias ausentes: placas sem crescimento macroscopico de colbnias;
Colbnias contaveis: placa com crescimento < 300 a colbnias, que fossem contaveis
macroscopicamente;

Colbnias incontaveis: placa com crescimento macroscopico > 300 colbnias.

3 RESULTADOS

De acordo com a Tabela 1, na bactéria S. aureus, a concentracao inibitoria foi
de 21,4 ug, ja na bactéria Pseudomona spp, a concentracédo inibitéria minima foi de
5,35 pl.

Foram testadas também as AgNP diluidas em PBS. A Tabela 2 nos mostra os

resultados:

TABELA 1-RESULTADOS MICROBIOLOGICOS — CONTAGEM DE COLONIA DAS
BACTERIAS STAPHYLOCOCCUS AUREUS E PSEUDOMONAS SPP



S. aureus

Pseudomonas spp

Concentracdes (pl)

GC -
GC +
0,66
1,33
2,67
5,35
10,7
21,4
42,8

Contagem
(UFC/ml)

Incontaveis
Ausente

72
Incontaveis
Incontaveis
Incontaveis
65
Ausente

Ausente

Concentracdes (pl)

C — (sem antibiético)
C + (com antibiético)
0,66
1,33
2,67
5,35
10,7
21,4
42,8

Contagem
(UFC/ml)

Incontaveis
Ausente
220

40

107
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

GC = Grupo Controle

TABELA 2-RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DA AGNP DILUIDA EM PBS

Pseudomonas

(Ml)

S. aureus (ul)

GC — (sem antibi6tico): Incontaveis

GC + (com antibiotico): Ausente

0,66: 220 colbnias
1,33: 122

2,67: 74

5,35: 53

10,7: Ausente
21,4: Ausente
42,8: Ausente

0,66: 155 colbnias
1,33: 87

2,67: 60

5,35: 52

10,7: 41

21,4: Ausente
42,8: Ausente

GC — (sem antibiotico): Incontaveis

GC + (com antibidtico): Ausente

Como resultado, seguem as concentragcdes de AgNP diluida em agua

destilada:

. S. aureus: 21,4 pl

. Pseudomonas: 5,35 ul
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Concentracao da AgNP diluida em meio PBS:
. S. aureus: 21,4 pl
. Pseudomonas: 10,7 ul

4. DISCUSSAO

Existem véarios 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 inibicdo gerado por ela
(DURAN et al., 2019).

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 ser incorporada na bactéria. Em ambos casos, foi demostrado que a prata interage
com compostos que contém enxofre e fosforo, como o DNA, conseguindo danifica-lo
e impedindo que a bactéria de reproduza de forma apropriada, sendo capaz de gerar
morte bacteriana (DOS SANTOS, 2012).

As nanoparticulas de prata podem induzir a formacéo 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 sao capazes de
danificar as trocas que ocorrem na mitocéndria, produzindo acumulo intracelular de
radicais livres e dissipacao da forca motriz dos prétons para a geracédo de ATP. Assim,
nota-se que ainda ha muita davida quanto a forma de acao da nanoparticula, havendo
varios mecanismos propostos. Contudo, o que parece mais aceito sao os estudos que

apontam para a producdo de espécies reativas de oxigénio (DURAN et al., 2019).

As nanoparticulas de prata foram capazes de inativar o crescimento das
bactérias, nas concentracdes de 21,4 pl (S. aureus), 5,35 yl (Pseudomonas — AGNP

em agua destilada) e 10,7 uyl (Pseudomonas- AGNP em PBS).
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Houve pequena variacao na concentracdo da AgNP diluida em agua destilada
guando compara ao meio PBS. Pode-se concluir que a AgNP teve efeito microbiano
satisfatorio 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 concentracao e o tamanho das nanoparticulas neste estudo.

5. CONCLUSOES

As nanoparticulas de prata foram capazes de inativar o crescimento das
bactérias, nas concentracdes 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 concentracao ideal que
cause a inativacdo do crescimento bacteriano, e que néo interfira no potencial
fertilizante dos espermatozoides.

Novos ensaios devem ser realizados para aprimorar a acgdo 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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