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RESUMO

Na cadeia produtiva de equinos, um dos pontos onde mais se investe € o
melhoramento genético e a biotecnologia da reproducéo. No Brasil, a biotécnica mais
utilizada atualmente € a inseminacédo artificial com sémen fresco ou resfriado. Em
algumas éguas, a presenca do sémen pode causar reacdo inflamatoria além da
fisioldgica, causando endometrite persistente pds cobertura o que torna o ambiente
uterino incompativel com a gestacdo. Com a adicdo de algum anti-inflamatorio ao
diluente, poderia 0 mesmo ser carreado na inseminacéo. A indometacina € um potente
anti-inflamatorio, inibidor ndo seletivo das COX 1 e 2; a apresentacao nanoparticulada
de diferentes principios ativos propicia uma melhor disponibilidade do farmaco, a
diminuicdo das doses e consequentemente dos efeitos adversos. A utilizacdo dessa
forma de anti-inflamatério no sémen pode ser Gtil em diminuir a endometrite causada
pela exposicdo do endométrio ao sémen. Este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos da utilizacdo de nanocapsulas de nudcleo lipidico com indometacina (IndOH-
LNC), na motilidade, funcionalidade e integridade de membrana do sémen equino. O
sémen foi diluido pelo padrdo de 50 milhdes de espermatozoides por mililitro e as
nanocapsulas foram acrescidas na concentracao de 0,1% com polaridades neutra e
positiva. A viabilidade do produto foi testada quanto & motilidade pelo CASA (computer
analysis sistem assay), funcionalidade de membrana pelo teste hiposmotico (HOST)
e integridade de membrana por teste de fluorescéncia. As amostras foram
examinadas no momento da coleta e pds 24 horas. O teste ANOVA para uma variavel
(fator), nas comparacdes realizadas, em nenhuma situacdo revelou diferengca
estatistica (a=0,05), concluindo-se que o0 sémen equino tolera a presenca de

indometacina nanoencapsulada na proporcao utilizada neste estudo.

Palavras-Chave: nanocépsulas, nucleo lipidico, indometacina, sémen, equino.



ABSTRACT

In the equine productive chain, one of the most invested is the genetic improvement
and the biotechnology of reproduction. In Brazil, the most commonly used
biotechnology is artificial insemination with fresh or cooled semen. In some mares, the
presence of semen may cause inflammatory reaction beyond the physiological,
causing persistent post mating endometritis, which makes the uterine environment
incompatible with gestation. With the addition of some anti-inflammatory to the diluent,
it could be carried at insemination. Indomethacin is a potent anti-inflammatory, non-
selective inhibitor of COX 1 and 2; the nanoparticulate presentation of different active
principles leads to better drug availability, decreased dosages and consequently
adverse effects. The use of this form of anti-inflammatory in semen may be useful in
reducing endometritis caused by exposure of the endometrium to semen. This work
aimed at the effects of the use of lipid core nanocapsules with Indomethacin (IndOH-
LNC) on the motility, functionality and membrane integrity of equine semen. Semen
was diluted by the standard 50 million spermatozoa (sptz) per milliliter and the
nanocapsules were added at a concentration of 0.1% with neutral and positive
polarities. The viability of the product was tested for motility by the CASA (computer
analysis system assay), membrane functionality by hyposmotic test (HOST) and
membrane integrity by fluorescence test. The samples were examined at the time of
collection and after 24 hours. The ANOVA test for a variable (factor), in the
comparisons made; did not reveal any statistical difference (a = 0.05), and it was
concluded that equine semen tolerates the presence of nanoencapsulated

indomethacin in the proportion used in this study.

Keywords: nanocapsules, lipidic core, indomethacin, semen, equine.



CIP - Catalogacé&o na Publicacéo

Nunes Gongalves Dias, Thomas

NANCOCAPSULAS DE NUCLEC LIPIDICO CONTENDO
INDOMETACINA ADICIONADAS RO DILUENTE DE SEMEN EQUINO
RESFRIADO / Thomis Nunes Gongalves Dias. -- 2018.

37 f£.

Orientadora: Adriana Pires Neves.

Dissertacgio (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,

Programa de Pos-Graduacgic em Msedicina Animal: Equinos,
Porto Alegre, BR-ERES, 2018.

1. WNanociapsulas. 2. Indometacina. 3. Nacleo
Lipidico. 4. Sémen. 5. Equino. I. Pires Neves,
Adriana, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fomecidos pelo(a) autor{a).




LISTA DE FIGURAS

Efeitos da adi¢cdo de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo indometacina:

Figura 1 — Na motilidade total (MT) (%) nas horas zero e 24 (1.a) e na motilidade
progressiva (MP) (%) nas horas zero € 24 (1.0)....ccoooviii i 27
Figura 2 — Na velocidade curvilinear (VCL) (um/s) nas horas zero e 24 (3.a), na
velocidade progressiva (VSL) (um/s) nas horas zero e 24 (3.b) e na velocidade de
trajeto (VAP) (UM/S) NAS hOras ZEro € 24.......ccciieeeeee et a e 28
Figura 3 — Na funcionalidade de membrana (CFDA/PI) (%) nas horas zero e 24........ 29
Figura 4 — Na integridade de membrana (%) nas horas zeroe 24...............ccccccvvvvneeee. 31



ABREVIATURAS E SIGLAS

ART — assisted reproduction techniques

CASA - computer analysis system assay

CFDA — carboxifluoresceina

COX - ciclocoxigenase

DNA — acido desoxirribonucleico

DMSO - dimetilsulfoxido

EPPC — endometrite persistente pds cobertura

HOST - teste hiposmético

IA — inseminagao artificial

LNC - IndOH - nanocapsula de nucleo lipidico contendo Indometacina polaridade

neutra

LNC* - IndOH - nanocépsula de nucleo lipidico contendo Indometacina polaridade
positiva

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MET — microscopia eletrénica de transmissao

nm — nanémetro

m — metro

um — micron

ul- microlitro

MI - mililitro

Min - minuto

Sptz — espermatozoide

Pl — iodeto de propidio

TE — transferéncia de embrido



Sumério

L INTRODUGAOQ ...ttt ene e eaens 13
2 REVISAO DE LITERATURA ...ooiiece ettt ettt ene s 15
2.1 Inseminagao artificial ... 15
2.2 Endometrite persistente pOs cobertura..........cccveieeiiiiiiiiiiiii e 16
2.3 0 SEMEBN e 16
2.4. ANAlISE SEMINAL......ccoiiiiie 18
P2t N |V (o Y 1 T = To [ R 18
2.4.2 Integridade de Membrana.......ccccoeeeeiiiiiiiiiiie e 19
2.4.3 Funcionalidade de membrana.........ccoouuiiiiiiinieiieeeee e 19

2.5 DIlUENTES U8 SEIMEN .ouuiiiii e e e e e e e e e es 20
2.6 INAOMELACINGA.....ciiiiiiiiiie e 21
2.7 Aspectos em NanobioteCnNOlOgia......oooeeiiiiiiiiiiiiee e 22
2.8 Nanoparticulas POlIMEriCaS ........coociiiiiiiiiieee e 23
2.8.1 Nanocéapsulas de nucleo lipidiCO........cuuiiiiiiieceiieceee e 23

3 MATERIAIS E METODOS .....ooeitieeeeteeeeete ettt e et ete e ate s 24
3.1 Preparacao das NanOCAPSUIAS ......c.evueiiiiiieeeieiiiiieee e 24
3.1.1 Caracterizacdo das NanOCAPSUIAS ........uvviiiieeeiieeeiiiiiie e 24

3.2 PreparaGao das amOSIIas ......ccooiiiiiiiiiiiiieeee e 25
3.3 Analise estatiStiCa ......cccvvviiiiiiiii 26

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD ......coeeteceeeeeeeeeeeeteee ettt 26
5 CONCLUSAD ..ottt s et nn e 30
6 CONSIDERAGOES FINAIS ......ooioeeeeeeeee ettt 30

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooviiitecieteeeeeeee e 31



13

1 INTRODUCAO

A biotecnologia da reproducdo se mostra uma importante ferramenta a servigo
da equideocultura, como instrumento direto do melhoramento genético. Dadas as
vantagens proporcionadas pela inseminacao artificial (1A), esta talvez seja a biotécnica
com maior impacto na producao equina, pois um reprodutor pode deixar centenas de
descendentes ao longo de carreira reprodutiva quando esta é aplicada com eficiéncia
(CANISSO, et al. 2008), além de ser base de outras biotecnologias, como
transferéncia de embrides e até mesmo a clonagem (AURICH, 2012). E utilizada em
equinos pelo mundo, sendo a maneira mais comumente usada nesta espécie é
mediante o resfriamento e transporte de sémen (LOOMIS, 2006).

N&o é possivel preservar o sémen por mais de algumas horas sem o uso de
um diluente de sémen, sendo o periodo médio em que a fertilidade do sémen diluido
se mantém € de 24 a 48 horas, posteriormente as taxas de fertilizagdo diminuem
abruptamente (AURICH, 2008). Os diluentes de sémen sao soluc¢des destinadas a
proteger os espermatozoides de condicbes ambientais desfavoraveis e a prolongar a
sua sobrevivéncia (PICKETT e AMANN, 1987; BRINSKO e VARNER, 1992).

No momento da IA ou monta natural ocorre de um processo inflamatorio
transitério € fisiolégico pos cobertura e tem como objetivo remover o0 excesso de
espermatozoides, plasma seminal e contaminantes do Utero das éguas, tornando-o
adequado para o recebimento do embrido no quinto dia apos a ovulacédo (LE BLANC
et al., 1998; ZENT et al., 1998). Porém se 0 processo persistir, 0 ambiente uterino se
torna incompativel com o estabelecimento da gestacdo (WATSON, 2000). Eguas que
falham nos mecanismos de limpeza da resposta inflamatoria uterina apds a cobertura
desenvolvem endometrite persistente pdés cobertura (EPPC) que resulta em
problemas de fertilidade (LE BLANC et al., 1998, ZENT et al., 1998).

A hipbtese que originou este projeto foi a de que a adicao de um farmaco anti-
inflamatorio nanoencapsulado ao diluente de sémen poderia ser util em modular a
inflamacédo causada pela presenca do sémen no endométrio em éguas susceptiveis o
gue facilitaria 0 manejo ao eliminar a necessidade do tratamento apés a IA.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos adicdo de uma

nanocapsula de nucleo lipidico contendo indometacina em um diluente de sémen a
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base de leite desnatado, sobre motilidade, integridade e funcionalidade de membrana

espermaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inseminacéao artificial

A inseminacéo artificial (IA) em equinos é largamente utilizada no mundo e a
metodologia mais praticada € o uso do resfriamento e transporte de sémen. O Brasil
€ 0 segundo pais em inseminacdes com sémen resfriado e transportado, superado
apenas pelos Estados Unidos (LOOMIS, 2006).

Historicamente acredita-se que os Arabes sejam os primeiros a realizarem uma
inseminacgao artificial em equinos, em 1332, mas o primeiro estudo registrado nesta
técnica foi feito por Spalanzani, em 1779 (BOWEN, 1969).

A inseminacédo artificial oferece inUmeras vantagens sobre a monta natural,
como a utilizacdo de um ejaculado para varias doses de inseminacdo, a
disponibilizacdo de material genético para um numero maior de criadores, a
diminuicdo dos acidentes decorrentes da cobertura e da transmissao de algumas
doencas venéreas. Entretanto, o0 sucesso destes programas exige maior
conhecimento técnico, tanto na coleta e manipulacdo do sémen, quanto no controle
das matrizes ou também gquanto as despesas relativas a equipamentos e suprimentos
necessarios (BRINSKO et. al., 2011).

O sémen equino resfriado, mantido a +4°C por 24h, submetido a inseminacgao
artificial apresentou indices similares aos obtidos na IA com sémen fresco (MATTOS
et al. 1995; KELLER et al. 2001).

Na inseminacao artificial o sémen é depositado no interior do Utero da
égua, porém apenas um pequeno percentual dos espermatozoides é transportado até
o oviduto (KATILA, 1997). Para a remocao do excesso de espermatozoides, bactérias
e plasma seminal ambiente uterino ocorre uma resposta inflamatoria (KOTILAINEN et
al., 1994; TROEDSSON et al., 1995) que é considerada fisiol6gica e transitoria, tendo
resolucdo entre 24 e 72 horas (PETERSON et al, 1969), as éguas capazes de eliminar
este conteudo sdo consideradas resistentes, no entanto, algumas falham nesta
eliminacdo, sendo denominadas susceptiveis. A endometrite persistente pos
cobertura (EPPC) é uns dos fatores relacionados a égua que mais afetam
negativamente os indices gestacionais em um programa de inseminac¢ao artificial.
Embora a endometrite pds cobertura seja um processo considerado normal apos a
chegada do sémen no utero, a EPPC ameaca o sucesso da fertilizacdo (WOODWARD
e TROEDSSON, 2013).



16

2.2 Endometrite persistente pos cobertura

Quando o sémen é depositado no interior do Utero da égua, apenas um
pequeno percentual dos espermatozoides € transportado até o oviduto (KATILA,
1997). Posteriormente a cobertura ou IA, ocorre um processo inflamatério transitério
no Utero, uma resposta inflamatoria a presenca do sémen e bactérias o que torna
ambiente uterino indspito ao concepto (KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON et al.,
1995). Esta endometrite é considerada fisioldgica e visa a remocao do excesso de
espermatozoides, contaminantes e plasma seminal, previamente a chegada do
embrido ao utero e é transitoria (PETERSON et al, 1969; TROEDSSON, 1997).

A capacidade ou ndo de combater o processo inflamatorio resulta na divisdo
das fémeas em resistentes ou susceptiveis a EPPC. Considera-se que as éguas que
removem 0s contaminantes do Utero diminuindo a inflamacéo pos-cobertura em 24 a
48 horas séo consideradas resistentes, ja as éguas susceptiveis sdo incapazes de
remover completamente os contaminantes do Utero e por isso, tém altas taxas de
mortalidade embrionaria e baixos indices de prenhez (MATTOS et al., 1999;
(PYCOCK, 2009).

A utilizacdo de drogas ecbdlicas e lavados uterinos sdo os tratamentos mais
comumente utilizados em éguas que apresentam acumulo de liquido p6s IA ou
cobertura. Mais recentemente corticosteroides sistémicos foram introduzidos com
eficacia na minimizacdo da resposta inflamatdria uterina e aumentaram as taxas de
gestacdo em éguas com EPPC (BUCCA et al., 2008; DELL’AQUA et al., 2006).

2.3 0 Sémen

O espermatozoide € o produto final do processo da espermatogénese apos
sucessivas divisbes mitéticas, meidticas e pdés meidticas, dentro dos tubulos
seminiferos no testiculo, resultando numa célula altamente diferenciada em funcéo e
estrutura, que é capaz de fertilizar o oécito da fémea (FAWCETT, 1975).

As duas porcdes principais do espermatozoide sdo a cabeca e o flagelo, que
sdo unidos pelo colo. O flagelo ou cauda, é subdividido em peca intermediaria,
principal e terminal sendo todas envoltas por uma membrana plasmatica comum. A
cabeca tem forma oval e achatada e abriga 0 nicleo com a cromatina altamente

condensada, 0 acrossoma que possui enzimas hidroliticas que tem funcdo no
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processo de fecundacdo e oferece protecdo ao DNA contra choques mecanicos
(HAFEZ, 1995). Esta estrutura envolve dois tercos do nucleo e nela encontram-se
cinco membranas: plasmatica, acrossomais interna e externa e nucleares interna e
externa. A membrana plasmatica e acrossomais sé@o relacionadas a capacidade
espermatica de suportar mudancas na bicamada lipidica relativas a diminuicdo da
temperatura (AMANN, 1991). A funcdo principal da cabeca do espermatozoide é
assegurar o armazenamento e a liberagdo do material genético ao odcito, enquanto a
cauda é responsavel por promover a motilidade esperméatica para o transito pelo trato
reprodutivo e a penetracao na zona peltcida do odcito (MORTIMER, 1997).

O colo ou peca intermediaria forma uma placa ajustada dentro de uma
depresséao na superficie do nucleo (EDDY e O'BRIEN, 1994) e se continua por nove
feixes de fibras que posteriormente se projetam através da maior parte do flagelo. A
peca intermediaria juntamente com a extensao total da cauda formam o axonema,
(HAFEZ 1995). Com a funcéo de gerar a energia necessaria a motilidade espermatica,
cerca de 75 a 100 mitocondrias estdo dispostas helicoidalmente na peca
intermediaria, essas estruturas estdo envoltas pela bainha mitocondrial (EDDY E
O’BRIEN, 1994; VARNER et al., 1991). O axonema € uma estrutura composta por
duas proteinas principais, a dineina e a tubulina (ALBERTS, 2004) e esta envolvido
no processo de motilidade espermética. A membrana plasmatica engloba a célula,
envolve todas as estruturas espematicas, define seus limites e mantém as diferencas
entre o citosol e o ambiente celular (AMANN e GRAHAM, 1992; ALBERTS et al.,
2004). Esta € composta por uma bicamada lipidica e proteica, unidas por ligacdes nao
covalentes, em sua maioria. As moléculas lipidicas sédo anfipaticas, ou seja, possuem
uma extremidade lipidica (polar) e uma hidrofébica (apolar).

Durante o trajeto do espermatozoide pelo epididimo sua superficie é
remodelada mediante a incorporacao de proteinas e lipidios por mecanismos ainda
nao bem compreendidos (SULLIVAN et al.,2005). Alguns estudos demonstram que a
glicerilfosforilcolina, produzida no epididimo parece ser chave na maturacdo dos
espermatozoides (MANN, 1964).

Apés a ejaculacdo os espermatozoides passam por modificacBes estruturais e
metabdlicas até adquirirem a habilidade de penetrar a zona pellcida e fertilizar o
odcito, este processo € reconhecido por capacitacdo (VARNER e JOHNSON, 2011).

A porcéo fluida do ejaculado, denominada plasma seminal, se constitui por uma

mistura de secrecfes provenientes do testiculo, epididimo e glandulas acessoérias
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(TROEDSSON et al., 2005) Sao varios os componentes do plasma, tanto organicos
como inorganicos, dentre eles: aminoacidos, proteinas, ions (NA*, Cl, Ca?*. Mg?*, K*,
dentre outros, frutose, bicarbonato, sorbitol, inositol, ergotiomina, glicerilfosforilcolina,
acidos citrico, ascorbico, lipideos, enzimas, antimicrobianos, imunoglobulinas e
substancias hormonais), todos estes em concentra¢des variadas (GARNER e HAFEZ;
2004). O plasma seminal atua como meio para 0s espermatozoides atingirem o trato
reprodutivo feminino e seus componentes tem relacdo com a funcéo e a fertilidade
espermética, podendo tanto ter acdo benéfica quanto deletéria ao espermatozoide
(JASKO et al., 1992; BERGERON e MANJUNATH, 2006).

No trato reprodutivo feminino, o plasma atua no transporte e na elimina¢ao do volume
excedente de espermatozoides. Substancias moduladoras da endometrite pés
cobertura no plasma seminal, auxiliam na limpeza uterina; algumas proteinas fazem
a protecdo dos espermatozoides viaveis e ouras auxiliam na fagocitose dos
espermatozoides danificados (TROEDSSON et al., 2005).

2.4. Anélise seminal
2.4.1. Motilidade

A avaliagcdo da mobilidade do ejaculado é um dos testes mais importantes
realizados na rotina. Os resultados sao subjetivos e € necessaria uma boa experiéncia
do examinador para realizar uma avaliacdo confiavel. No entanto, a porcentagem de
espermatozoides méveis, avaliada visualmente, ndo esta altamente correlacionada
com a fertilidade (GRAHAM, 1996). A andlise espermatica assistida por computador
(CASA) foi introduzida na década de 1970 (JASKO et al., 1988) e, desde entéo, é
usada regularmente no processo de avaliacdo do sémen em laboratorios. Esta técnica
€ objetiva e avalia a motilidade de acordo com os critérios estabelecidos. Os
parametros mais importantes medidos sao velocidade, linearidade, porcentagem de
espermatozoides méveis acima de uma certa velocidade, movimento oscilatorio
lateral. Avalia-se a motilidade total (MT - %) em porcentagem, referindo-se ao
percentual de células a uma velocidade minima estabelecia; motilidade progressiva
(MP - %), que e a proporcao de células movendo-se progressivamente; Velocidade
de trajeto (VAP - um/s) que corresponde a velocidade média ininterrupta do trajeto da

célula; velocidade progressiva (VSL - um/s) que € a velocidade média percorrida em
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linha reta entre os pontos inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear (VCL - um/s),
entre outras avaliacoes .

As relagbes entre fertilidade e diferentes parametros de motilidade de
espermatozoides analisados por CASA precisam ser determinadas (MAGISTRINI et
al., 1996). Entretanto, uma avaliacao objetiva e imparcial de avaliacdo da motilidade

espermatica parece ser mais precisa que um exame subjetivo (ARRUDA et al., 2011).

2.4.2 Integridade de membrana

A integridade de membrana € essencial para a sobrevivéncia da célula
espermatica no trato reprodutivo da fémea. Diversos testes de coloracdo foram
desenvolvidos para determinar a integridade de membrana pela utilizacdo de sondas
fluorescentes que penetram a membrana espermética lesada pela afinidade com o
nucleo da célula (GRAHAM, 1996; MAGISTRINI et al., 1997). Dentre a diversidade de
combinacdo de sondas para avaliacdo da integridade de membrana esta a
combinacédo de carboxifluoresceina (CFDA) com iodeto de propidio (Pl) (GARNER et
al 1986; HARRISON e VICKERS, 1990). O PI é um corante especifico de DNA, que
penetra as células mortas ou “morimbundas”. O CFDA é um substrato de esterase
inespecifico, que penetra a membrana intacta, onde sofre hidrolise resultando em uma

coloracao verde altamente impermeavel a membrana (GARNER et al., 1986).

2.4.3 Funcionalidade de membrana

O hiposmoético (HOST) é um teste relativamente simples para avaliar a
integridade funcional da membrana espermatica. E necessaria uma membrana
espermatica bioquimicamente ativa para o processo de capacitacdo, reacao
acrossomal e a ligagdo do espermatozoide-odcito. Foi observado que o0s
espermatozoides expostos a condi¢ées hiposmoticas sofrem alteracdes morfologicas
e seu tamanho aumenta (DREVIUS e ERIKSSON, 1996). Durante o HOST, os
espermatozoides bioquimicamente ativos, devido ao influxo de dgua, sofrerdo edema
e aumentarao de volume para tentar um equilibrio entre o compartimento fluido interno
dos espermatozoides e o ambiente extracelular, forcando assim o flagelo a enrolar-se
no interior da membrana (JEYENDRAN et al., 1984). Os meios hiposméticos contém

principalmente frutose e citrato de sodio misturados em propor¢cdes iguais
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(JEYENDRAN et al., 1984; KUMI-DIAKA, 1993; CORREA e ZAVOS 1994; CORREA
et al.,, 1997; VAZQUEZ et al., 1997), ou frutose, citrato de sddio, lactose e sacarose
isoladas (NEILD et al., 1999). Resultados 6timos podem ser obtidos no intervalo de
50 a 150 mOsm / L de osmolaridade (JEYENDRAN et al., 1984). Os resultados do
HOST déao boa correlacdo com a motilidade progressiva (JEYENDRAN et al., 1984;
KUMI-DIAKA 1993; CORREA e ZAVOS 1994; NEILD et al., 1999).

2.5 Diluentes de sémen

N&o é possivel preservar o sémen por mais de algumas horas sem a utilizacao
de um diluente apropriado (AURICH, 2008). Os diluentes tém por funcéo prolongar a
vida espermatica e a capacidade fertilizante, através da protecdo contra condi¢cdes
ambientais desfavoraveis, efeitos prejudiciais do plasma seminal e de produtos téxicos
decorrentes do metabolismo espermético, além da prevencdo do crescimento de
micro-organismos (PICKETT e AMANN, 1987; BRINSKO e VARNER, 1992).

Os diluentes devem possuir pH e pressao osmoética similares aos do sémen,
como a osmolaridade do fluido seminal é proxima a 300 mOsmol/kg (PICKETT et al,
1976) o diluente deve ter osmolaridade variando entre 300 e 400 mOsmol/kg
(VARNER, 1991). A variacdo do pH deve estar entre 6,7 e 7,2 sem que haja
interferéncia na viabilidade espermatica durante o armazenamento (BRINSKO E
VARNER, 1992). Na maioria dos estudos com diluentes foram comparadas suas
capacidades de aumentar a sobrevivéncia dos espermatozoides, sendo 0s animais
uma fonte de variacao significativa, ndo somente em garanhdes, portanto nenhum
diluente parece ser 6timo a todos os individuos (PICKETT e AMANN, 1987).

Embora existam varios tipos de diluente de resfriamento, o mais utilizado € o
modelo proposto por Kenney (1975) a base de leite desnatado, glicose, penicilina e
estreptomicina. Diversas modificacbes deste modelo estdo disponiveis
comercialmente, como alteracbes no teor do acucar ou o tipo de antibidtico
adicionado, dois tipos principais de acucar sdo utilizados, a sacarose ou a glicose, ou
mesmo uma combinagdo dos dois. Alternativamente a utilizagdo do leite, foi
desenvolvido um diluente composto por uma solucdo salina enriquecida com
fosfocaseinato de composicdo quimica definida, o INRA-96R® (BATELLIER, et al.,
1998). Outros tipos de diluentes sdo complementados com gema de ovo, ou mesmo
sem adicdo de proteina animal. Todos os diluentes devem conter um antibiético. Os
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mais comuns incluem uma combinacéo de penicilina potassica e sulfato de amicacina
ou gentamicina (SAMPER, 2011).

2.6 Indometacina

A indometacina € um anti-inflamatério ndo esteroide, derivado do acido
indolacético, apresentando-se como um poé cristalino, inodoro, de coloracdo branco
amarelada (REYNOLDS, 1993). De potente acdo anti-inflamatoéria, analgésica e
antipirética a indometacina foi introduzida terapeuticamente no tratamento de doencas
inflamatorias reumaticas (WANNMACHER e FERREIRA, 2004). Sua atividade anti-
inflamatoria € mediada tanto pela inibicdo das COX 1 e 2 quanto pela inibicdo da
migracao neutrofilica (JACOBS e BIJLSMA, 1997; PESKAR, 2001)

Em funcédo dos seus efeitos adversos dose dependentes, tais como ulceragdes
gastricas e insuficiéncia renal, seu uso € restrito a doencas inflamatérias graves, onde
outras alternativas terapéuticas ndo séo efetivas. Buscando reduzir estes efeitos, foram
propostas a esterificacdo ou amidacdo do grupamento acido (BONINA et al., 1997;
KALGUTKAR et. al., 2000; CRUZ et al. 2006) introducao em sistemas carreadores, tais
como lipossomas (SRINATH et al., 2000), microesferas lipidicas (SRINATH e DIWAN,
1998) ou nanoparticulas (AMOUMOURY et al., 1991; CALVO et al. 1996; KIM et al.,
2001; POHLMANN et al., 2002).

Em humanos os efeitos uterinos da indometacina foram avaliados no tratamento
da dismenorreia primaria. Em comparacéo com o placebo, a indometacina levou a uma
diminuicao significativa na frequéncia e gravidade dos sintomas associados (AL- WAILI
e KHALAF, 1990). No entanto ndo foram encontrados estudos dos efeitos uterinos da

indometacina na espécie equina.

Em trabalho avaliando efeitos antitumoral, neuroprotetor e anti-inflamatério das
nanocapsulas de indometacina, o tratamento "nano” demonstrou maior eficacia anti-
inflamatoéria quando comparado ao com indometacina em solucdo em modelos de
inflamac&o subcrénica e crénica. Além disso, a vetoriza¢do da indometacina foi capaz
de prevenir a toxicidade gastrointestinal observada pelo tratamento com indometacina
em solucéo (BERNARDI, 2009).
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2.7 Aspectos em nanobiotecnologia

O prefixo “nano” é derivado da palavra grega vavog (nanos) que significa
“ando”. E um termo técnico que significa um bilionésimo da unidade de medida em
qguestao. Por exemplo, um nanémetro equivale a um bilionésimo de um metro: 1nm =
1/1.000.000.000m. O dominio da nanotecnologia estd compreendido entre 0,1 e
100nm, onde as propriedades dos materiais podem ser compreendidas e
mensuradas. O termo comecou a ser utilizado em 1974, por Norio Taniguchi,
professor da universidade de Toquio. A nanotecnologia oferece um novo campo para
fabricacdo de materiais em escala submicrométrica até se chegar a nanodispositivos
(MEDEIROS, et al., 2006).

A nanobiotecnologia pode ser definida como o estudo, processamento,
fabricacdo e desenho de dispositivos organicos, nanomateriais com acao bioldgica ou
biomateriais com pelo menos um componente de tamanho nanométrico (BERNARDI,
2009).

Nas ultimas décadas, o emprego da nanotecnologia na terapéutica vem
despertando interesse crescente da comunidade cientifica devido as vantagens dos
sistemas carreadores nanoparticulados em relagdo aos sistemas carreadores
convencionais, tais como o aumento do tempo de circulagéo do farmaco no sangue e
a de controle de liberacdo do farmaco, seletividade em sitios-alvo especificos, bem
como diminuicdo da dose e efeitos colaterais. (TORCHILIN, 2000; BARRATT, 2003;
COUVREUR & VAUHTIER, 2006).

Na &rea da Medicina Veterinaria, sua aplicacdo é ainda incipiente, porém, para
a FAO (2009) a nanotecnologia pode ampliar a capacidade de producéo de alimentos
de origem animal. Dentre 0s seus segmentos, a nanofarmacologia talvez seja a area
gue tenha dado o maior salto tecnolégico nos ultimos tempos, e, dada a similaridade,
muitas das tecnologias desenvolvidas para humanos podem ser transpostas para
animais (MELLO BRANDAO et al., 2011).

O uso de farmacos “inteligentes” nas praticas veterinarias é uma forte tendéncia
(SCOTT, 2007). O procedimento de nanoestruturacdo de um farmaco pode Ihe dar
algumas vantagens em relacdo ao tradicional. Além disso, no interior de uma
nanoparticula, a estabilidade do principio ativo tende a ser maior (MELLO BRANDAO
et al., 2011).
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As consequéncias praticas da nanoestruturacéo de farmacos seriam: uso mais
racional do principio ativo; uso de novas vias de aplicacdo de medicamentos e
vacinas; liberacdo sustentada e direcionamento do principio ativo a Orgaos-alvo
(MELLO BRANDAO et al., 2011).

Dentre os diversos sistemas de nanocarreadores de farmacos descritos em

literatura, destacam-se neste estudo as nanocapsulas poliméricas.

2.8 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo carreadores de farmacos com diametros
inferiores a 1um. As nanocapsulas constituem-se de um invélucro polimérico disposto
ao redor de um nucleo oleoso, o farmaco em si pode estar dissolvido neste nucleo ou
apresentar-se adsorvido a parede do polimero, a depender das propriedades fisico-
quimicas e da composicéo dos sistemas.

O uso de materiais poliméricos na encapsulacdo de farmacos, dentre outras
caracteristicas, proporciona uma melhor interacdo do farmaco com membranas,
transporte através delas (COUVREUR e VAUHTIER, 2006). Ainda, as nanoparticulas
polimétricas permitem modificacbes quimicas em sua superficie, permitindo um
controle farmacocinético na vetorizacdo do agente terapéutico propriamente dito
(FARAJI e WIPF, 2009).

Recentemente, as nanocdpsulas de nudcleo lipidico, um tipo hibrido de
nanoparticula, foram desenvolvidas no Brasil, sendo preparadas por deslocamento de
solvente e formadas por auto-organizacdo de seus materiais, lipidicos e poliméricos
(DIMER et al., 2013).

2.8.1 Nanocéapsulas de nucleo lipidico

As nanocédpsulas de nucleo lipidico tem sido preparadas por deposicédo
interfacial de poli (e-caprolactona) usando uma dispersdo de materiais lipofilicos como
nacleo, ou seja, um lipidio disperso envolto por uma parede polimérica, composta por
monoesterato de sorbitano e triglicerideo caprilico (JORNADA, et al., 2012; DURLI, et
al, 2013).
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As aplicacbes da LNC variam desde o fornecimento de farmaco,
imunoterapia contra cancer e terapia genética (POHLMANN et al., 2013), além da
grande capacidade de captacdo de células dessas nanocapsulas (FIEL et al., 2014).
Na terapia genética, foram utilizados polimeros catibnicos para modificar a superficie
das nanocapsulas (BENDER, et al., 2012)

As nanocapsulas de nucleo lipidico possuem uma dispersdo de lipideos
como nucleo e uma parede polimérica como invélucro, enquanto que as nanocapsulas
poliméricas possuem um lipideo liquido como 6leo e o polimero como parede
(COUVREUR et al, 2002).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparacdo das nanocapsulas

A preparacdo das nanocdpsulas foi realizada no Laboratério de Sistemas
Nanoestruturados para Administracdo de Farmacos da Faculdade de Farmacia da
UFRGS.

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico foram preparadas pelo
método de deposicao interfacial de polimero. A 40°C uma fase orgéanica contendo
triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (0,32 ml), monoesterato de sorbitano (0,1g),
poli-¢ caprolactona (polimero) (0,25g) e o farmaco (0,0125g), eram dissolvidos em
acetona (65 ml) e injetados numa fase aquosa contendo polissorbato 80 (0,2g) e agua
destilada (125 ml). A mistura foi agitada em temperatura ambiente por 10 minutos, a

acetona eliminada e a suspenséo concentrada em um evaporador rotatorio.

3.1.1 Caracterizacdo das Nanocapsulas

O pH foi determinado por potencidmetro e o didametro de particula através de
difracédo de laser (Mastersizer ® 2000, Malvern), calibrado (solu¢des-tampéo pH 4,0 e
7,0) em triplicatas de lotes diferentes de cada formulacdo. As determinacdes de
didametro médio, potencial zeta e indice de polidispersdo das formulacdo foram
realizadas através de espelhamento de luz dindmico (Zetasizer®, nano-ZS modelo
ZEN 3600, Malvern, apos diluicdo apropriada das dispersdes em agua (MilliQ®) e

NaCl 10 mM previamente filtrada através de membrana 0,45 um. A distribuicdo de
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tamanhos em funcéo da intensidade de luz espalhada foram caracterizados atraves
do equipamento Nanosight® (Nanosight, UK), este nanoscopio filma a intensidade de
luz espalhada pelas nanoparticulas em movimento Browniano, calcula o coeficiente
de difusdo de 100 a 200 particulas por campo. As formula¢des foram analisadas por
Microscopia Eletrébnica de Transmissdo (MET) (Jeol, JEM 1200 Exll, Centro de
Microscopia da UFRGS). As dispersdes foram diluidas e depositadas no grid de
amostras e tratadas com acetato de uranila a 2%.

As preparagbes continham concentracdo em média de 0,5mg/ml de
Indometacina e com pH préximo a 6,0, todas as mensuracdes foram feitas em triplicata
para melhor acuracia e ficaram a cargo da equipe do Laboratério de Sistemas
Nanoestruturados para a administracdo de Farmacos (Lab 405) da Faculdade de

Farmaéacia.

3.2 Preparacao das amostras

Utilizaram-se trés garanhdes entre seis e nove anos, mantidos em piquetes e
alimentados com aveia em grao e alfafa, com acesso a agua e sal mineral ad libitum.
Foram coletados 12 ejaculados ao total através de vagina artificial modelo Hannover
com temperatura interna em torno de 42 a 45°C preenchida com agua morna; como
manequim era utilizada uma fémea em cio devidamente contida. Logo apds, a fracédo
espermética era separada da fracdo gel do ejaculado e entdo calculada a
concentracdo para ajuste da diluicdo em 50 milhdes de espermatozoides (sptz) por
mililitro (ml) e adicionado o tratamento na propor¢cdo de 0,1% (10ml de sémen
diluido:100ul de IndoH). As amostras eram armazenados em tubos do tipo “falcon de
15 ml. Os grupos foram testados foram: Sémen diluido acrescido de nanocapsulas de
nucleo lipidico contendo Indometacina com polaridade neutra (LNC - IndOH), sémen

diluido acrescido de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo Indometacina com

polaridade positiva (LNC*-IndOH), e sémen diluido (grupo controle).

A avaliacdo do movimento espermético era feita através do sistema de analise
computadorizada de motilidade espermética por imagem CASA (modelo Androvision®
Minitube, Tiefenbach,Germany), onde foram avaliados motilidade total (MT, %)
motilidade progressiva (MP, %), velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade
retilinear (VSL, um/s), velocidade curvilinear (VCL, um/s), trés campos por amostras

eram avaliados.
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A funcionalidade de membrana via HOST, onde 100 ul de sémen eram diluidos
em 200ul de 4gua destilada (LOMEO e GIAMBERSIO, 1991; LAGARES et al.; 2000)
e entdo encubados em banho maria a 37°C por 8 min e 100 células eram avaliadas
utilizando microscopio de contraste de fase a 400x de aumento (Olympus® BX41,
Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

A integralidade de membrana foi avaliada através da associacdo das sondas
CFDA+PI, uma aliquota de 450 pl de sémen adicionada com 20 pul de formol-citrato e
8ul de iodeto de propidio (solucéo de trabalho 0,5 mg de Pl em 1ml de solucdo de
NaCl a 0,9 %) e 10ul de CFDA (solucédo de trabalho, 0,46mg de CFDA em 1 ml de
DMSO) e encubados em banho maria a 37°C por 8 min. As amostras eram analizadas
usando microscopia de fluorescéncia (1000x; Zeiss® model Axiolab filters 450-490
excitation and FT510 - LP520 emission, Zeiss, Oberkochen, Germany) e um total de
100 celulas era contado. Células com coloracdo verde eram consideradas com
membrana plasmatica integra, células com coloracdo vermelha consideradas lesadas.

Os tubos foram armazenados em geladeira mantida a 5°c, sendo que as

amostras eram reexaminadas apoés 24 horas.

3.3 Andlise estatistica

Foi usado o teste de variancia para um fator (ANOVA), com base nos dados

compilados durante a pesquisa.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A média da concentracdo espermatica dos ejaculados foi de 190x10° sptz/ml +
51,31, o volume ejaculado médio foi 26,16 ml = 9,34, o nUmero de espermatozoides
por ejaculado médio foi 5,03x10° sptz + 2,61.

O diluente a base de leite em pd parece ser o mais adequado para a
preservagao do sémen equino durante o armazenamento e resfriamento. Quando n&o
é utilizado de forma imediata, ou para ser transportado, recomenda-se concentracdes
de 25 a 100.10°8 sptz/ml (KATILA, 1997), o que justifica a escolha deste estudo,

utilizando um diluente comercial a base de leite em p6 amplamente utilizado e
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concentrando o sémen a 50.10° sptz/ml, entretanto MORTIMER (1995) recomendou
utilizar concentragcdes menores que 40.10° sptz/ml para que as trajetérias dos
espermatozoides fossem melhores registradas.

Em nenhuma das analises feitas no presente experimento foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos avaliados: sémen diluido (Controle), sémen
diluido adicionado de LNC-IndoH™* (Positivo), sémen diluido LNC-IndoH (Neutro), nos
parametros avaliados (MT, MP, VCL, VSL, VAP, HOST, CFDA-PI), tanto nos testes
realizados imediatamente quanto pés 24 horas (P> 0,05):
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':I I.I ':I I 1
0 hora 24 horas 0 hora 24 horas
OLMC*- IndDH GLMC- IndDH = Controle OLMC*- IndOH @&LMC-IndOH wControle
P=0,66695 (Oh) P=0,86984 (24h) P=0,882538 (0Oh) P=0,887163 (24h)

Figura 1 — Motilidade total (%) (1.a) e Motilidade progressiva (%) (1.b) nas horas zero e 24.

A MT média entre os grupos foi de 70,59% (+ 1,86) na hora zero e de 44,13 (+
1,92) pos 24 horas (figura 1), resultados estes que se aproximam aos do trabalho
realizado por CASTRO (2014) utilizando mesma temperatura de resfriamento e
diluente similar, onde a MT p6s 24 h encontrada foi 47,3%.

A MP média entre os grupos foi de 53,93% (+ 1,25) na hora zero e 25,24% (+
1,22) p6s 24 horas (figura 2).
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Figura 3 - Velocidade curvilinear(um/s) (3.a), velocidade progressiva (um/s) (3.b) e velocidade

de trajeto (um/s) (3.c) nas horas zero e 24

A VCL média entre os grupos foi de 129,88 um/s (+ 5,13) na hora zero e 77,61
pum/s (x 4,33) pos 24 horas (figura 3.a).

A VSL média entre os grupos foi de 52,85 um/s (x 0,99) na hora zero e 77,61
um/s (x 4,33) pos 24 horas (figura 3.b).

A VAP média entre os grupos foi de 64,30 um/s (x 1,24) na hora zero e 35,07
um/s (x 2,33) pos 24 horas (figura 3.c).

SILVA et al. (2017) também analisaram os efeitos de nanocapsulas de ndcleo
lipidico (LNC) em espermatozoides bovinos, comparando-as com nanocapsulas de
nucleo lipidico revestidas por quitosana (LNC-CS) e em diferentes concentracdes,
avaliando horas zero e pdés uma hora, onde 0s grupos com volumes variando entre
2,5 a 20% se comportaram similarmente ao grupo controle, corroborando com 0s
resultados ja descritos em literatura, que demostram que ndo ha toxicidade nas LNC,
ou nas LNC-CS (BENDER et al., 2014; BULCAO et al., LUCAS et al., 2015) o que
indica que as nanocapsulas de nucleo lipidico devem ser mais profundamente
estudadas nas técnicas de reproducéo assistidas (ART’s), sobretudo com células

espermaticas.
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Figura 3 — Funcionalidade de membrana (%) nas horas zero e 24.

A HOST média entre os grupos foi de 46,02% (+ 2,08) e 37,19% (+ 0,47) pos
24 horas (figura 6), também semelhante aos resultados de CASTRO (2014) onde nas
24 horas encontrou-se HOST= 33,3%.
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Figura 4 — Integridade de membrana (%) nas horas zero e 24
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A CFDA/PI média entre os grupos foi de 68,24% (+ 1,31) e 54,67% (+ 5,33)
(figura 6), aproximando-se aos resultados de CASTRO (2014) onde nas 24 horas
encontrou-se CFDA/PI= 52,7%.

5 CONCLUSAO

Demonstrou-se neste estudo que as nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
indometacina sdo bem toleradas pelo sémen diluido resfriado de equinos, na

proporc¢ao utilizada.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os préximos passos desse projeto devem envolver testes de fertilidade e os
efeitos das nanocpsulas no ambiente uterino.
A viabilidade da adicdo das nanocapsulas ao sémen equino resfriado abre um

promissor espacgo de pesquisa para outros farmacos.
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