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PRIMEIRA PARTE
1. INTRODUCAO

A caprinocultura tem se destacado, na Ultima década, como segmento econdémico
marcante do agronegdcio brasileiro, em particular na regido Nordeste, cujo efetivo -
superior a 7 milhdes de animais - representa mais de 92 % do rebanho nacional (DE
SAetal.; FARIAS et al., 2018). Trata-se de uma atividade direcionada a producéo de
leite e derivados, carne, e couro, distribuida pelas cinco regides do pais; ndo obstante,
a criacdo de caprinos resiste a uma forte escassez de politicas agricolas, as quais sao
indispensaveis ao desenvolvimento da economia de subsisténcia rural (HALDAR et
al., 2014).

Segundo dados do Censo Agropecuario de 2017, tamanho do rebanho e nimero
de estabelecimentos agropecuarios voltados a caprinocultura aumentaram, desde
2006, mais de 16 % (MAGALHAES et al., 2018). No que diz respeito ao Nordeste,
aproximadamente 15 milhGes de litros de leite s&o oriundos de areas rurais envolvidas
na cadeia produtiva da pecuéria caprina, desempenhando importante funcdo
socioeconémica as familias nordestinas, tanto na alimentacdo quanto na geracdo de
renda (MOREIRA e GUIMARAES FILHO, 2011). Entretanto, devido ao carater
predominantemente extensivista e familiar da caprinocultura nordestina, associado a
célere expansdo da atividade nos Ultimos dez anos, graves problemas sanitarios tém
acometido a cadeia produtiva (FARIAS et al., 2018); dentre estes, consta grande
variedade de enfermidades infectocontagiosas, as quais produzem déficit econdmico
consideravel, principalmente em razdo dos indices elevados de morbidade e
mortalidade, tal como a linfadenite caseosa (GUIMARAES et al., 2011; SEYFFERT
etal., 2010).

De acordo com Tripathi e colaboradores (2016), inflamacéo cronica e supurativa
de linfonodos externos e internos, causada pelo Corynebacterium pseudotuberculosis,
é descrita, para caprinos e ovinos, como linfadenite caseosa ou doenca do abscesso.
Trata-se de uma enfermidade cosmopolita, com maior incidéncia em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, como o Brasil, onde essa ocorre sobretudo

nos estados do Nordeste, destacando-se Bahia e Pernambuco (DE SA et al., 2018).

O agente etioldgico da linfadenite caseosa € o C. pseudotuberculosis biovar ovis,

bactéria Gram-positiva, intracelular facultativa e mesofilica (GUERRERO et al.,
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2018). Segundo Jesse e colaboradores (2016), a principal via de transmissdo do
patdgeno € a contaminacdo de feridas superficiais, ocasionadas por determinados
procedimentos de manejo, como recorte de orelha(s) e/ou cauda, castracdo, marcacao
auricular e tosa, pela formacédo de fomites ou por brigas entre individuos de rebanhos
distintos, especialmente durante o estabelecimento hierarquico do rebanho/lote. Além
da depreciagéo do valor da pele, condenacdo de carcacga, diminui¢do da producédo de
carne, leite e 14, e reducdo da eficiéncia reprodutiva de animais acometidos
(SANTIAGO et al., 2013), riscos a saude publica sdo relatados devido ao potencial

zoonotico do microrganismo (UMER et al., 2017).

Ante a importéncia econdmica e social tanto da caprino quanto da ovinocultura,
existe grande demanda entre os produtores rurais no que tange ao controle da
linfadenite caseosa. De modo geral, tratamentos com antibidtico apresentam eficacia
limitada, devido a baixa penetrabilidade do farmaco em abscesso, além de custo e
duracdo elevados (GUIMARAES et al., 2011; JESSE et al., 2016; UMER et al.,
2017). Por outro lado, estratégias de prevencao e controle da enfermidade, baseados
em vacinacdo, sdo empregadas em paises nos quais a prevaléncia € significativa, sem,
contudo, demonstrarem resultados promissores (DE SA et al., 2018; JESSE et al.,
2016).

Frente aos resultados ndo muito alvissareiros de prevencdo e controle da
linfadenite caseosa, novas abordagens terapéuticas que utilizem, por exemplo,
nanoparticulas metélicas, tém sido propostas (MOHAMED et al., 2017; STANISIC
etal., 2018). Estas apresentam, contudo, efeito cumulativo, o que limita sobremaneira

as condicdes de aplicacdo comercial destes nanomateriais.

Por outro lado, o emprego de nanocarreadores biodegradaveis que efetuem o
direcionamento de farmacos para o interior de abscessos, em animais com linfadenite
caseosa, representa uma alternativa promissora a evolucdo da taxa de sucesso
terapéutico. Diante desse contexto, o presente trabalho objetiva avaliar os parametros
farmacocinéticos de uma formulagdo de nanoparticulas poliméricas de cloxacilina,
além da capacidade de delivery, em cabras naturalmente infectadas por C.

pseudotuberculosis, da droga para o interior de abscessos.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama da caprinocultura no Brasil e no mundo
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Historicamente, a caprinocultura se destaca como parte essencial do agronegécio
de muitas regides do Brasil. Trata-se, atualmente, de importante atividade cultural,
social e econdémica do Nordeste, desempenhando papel crucial no desenvolvimento
regional (SANTIAGO et al.,, 2013). A producdo de alimentos de elevado valor
bioldgico (leite, carne e mitdos) e pele de excelente qualidade, além da adaptabilidade
dos animais a regides semiaridas, fazem da criacdo de caprinos, em diferentes
sistemas, um fator contribuinte indispensavel a economia de subsisténcia da zona

rural e da periferia urbana nordestina (DE SA et al., 2018).

O mais recente Censo Agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) revelou que, entre 2006 e 2017, a caprinocultura brasileira atingiu
8.25 milhdes de cabecas, e que o nuimero de estabelecimentos agropecuarios
destinados a exploracdo caprina expandiu de 286.6 para 333.9 mil propriedades em
todo o pais (FARIAS et al., 2018).

No tocante a caprinocultura leiteira, por exemplo, o Brasil se destaca como maior
produtor de leite de cabra da América do Sul, com producgdo anual superior a 135 mil
toneladas, destacando-se os estados do Rio Grande do Norte e Paraiba, 0s quais
produzem 18 e 10 mil litros diarios, respectivamente (DA SILVA et al., 2012). No
entanto, a cadeia produtiva de caprinos, especialmente no semiarido nordestino, ainda
se mostra incipiente, apresentando pontos criticos de ineficiéncia nos segmentos de
criacdo, transformacéo e distribuicido (MOREIRA e GUIMARAES FILHO, 2011). A
producdo nacional de leite caprino, segundo Faco e colaboradores (2011), esta
distribuida notadamente em duas regiGes geograficas: na primeira estdo
compreendidos os estados nordestinos da Paraiba e do Rio Grande do Norte, os quais
sdo altamente dependentes de programa governamental baseado na compra do leite
de pequenos produtores; a segunda, com producao orientada sobretudo pelo mercado,
abrange os estados do Sudeste, com destaque para Minas Gerais e Rio de Janeiro, e 0
sul do Rio Grande do Sul.

Por outro lado, avangos na organizacdo da cadeia produtiva, visando atender o
crescimento da demanda por produtos céarneos, incentivar a profissionalizacdo da
atividade e, por conseguinte, coibir praticas clandestinas, tém ocorrido na ultima
década. Além disso, frigorificos passaram a adotar sistemas de monitoramento do
desempenho de produtores, com o propdsito de adquirirem produtos de maior
qualidade (DE SA et al., 2018).



Ao redor do mundo os caprinos sdo encontrados nos mais diversos tipos de
ecossistemas, com maior concentracdo nos tropicos e zonas secas de paises em
desenvolvimento. Do nGimero total de animais, 70 % pertencem a Asia, 27.5 % a
Africa, 3.5 % & Europa e 3 % & América - mais de 97 % estéo localizados em regides
subdesenvolvidas (ESCARENO et al., 2012). Entre 2000 e 2013, o0 nimero de animais
aumentou na ordem de 34 %, enquanto a producao de leite caprino, entre 2000 e 2012,
alcancou aproximadamente 40 % de expansdo (SKAPETAS e BAMPIDIS, 2016). De
acordo com Devendra (2010), a taxa de crescimento da populacdo de caprinos foi
superior ao indice mais vertiginoso de aumento populacional do ser humano, de 2.4
% ao ano, no grupo dos 50 paises menos desenvolvidos. Estimou-se que estes
albergariam mais de 30 racas nativas melhoradas, as quais seriam potencialmente

relevantes a economia, mas que estariam em condic@es de subutilizagéo.

Segundo Aziz (2010), cabras leiteiras produzem cerca de 15.2 milhdes de
toneladas de leite anualmente, o que representa 2 % da quantidade total de leite
produzido no mundo; destes, paises subdesenvolvidos sdo responsaveis por

aproximadamente 83 %.

A nivel de comparacdo, as diretrizes voltadas a cadeia produtiva de leite e
derivados, nos sistemas europeu e brasileiro, ndo possuem correspondéncia entre si,
haja vista que o primeiro é destinado, em grande parte, a fabricacdo de queijo, ao
passo que o segundo esta predominantemente baseado na obtencdo do leite per se
(FACO et al., 2011). Contudo, por via de regra, a producio de carne caprina ¢ a
principal funcdo dos sistemas produtivos de paises em desenvolvimento, enquanto em
regibes desenvolvidas a producdo de carne é secundaria a de leite (DEVENDRA,
2010). Ao que tudo indica, independentemente do local de criacdo, ha consenso de
que a preservacdo do estado de salde dos animais € um fator essencial ao
desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva caprina, ndo s6 pelo impacto
econdmico, como pelas implicagdes na salde humana, especialmente no que diz
respeito a enfermidades com potencial zoonético (DE SA et al., 2018; GUEDES et
al., 2012).

Sendo assim, ante o contexto apresentado, estudos acerca de infec¢bes causadas
por C. pseudotuberculosis podem impactar positivamente os diferentes sistemas de
producéo de caprinos (GUERRERO et al., 2018; MAHMOOD et al., 2015; MINOZZI
etal., 2016).



2.2. Linfadenite caseosa em caprinos
2.2.1. Aspectos relevantes

A presenca de abscessos representa um problema bastante usual em propriedades
destinadas a caprinocultura, com relatos em todos os continentes. Inquéritos
epidemioldgicos realizados em Portugal e na Italia revelaram que 90 % dos rebanhos
caprinos investigados, em ambos os paises, manifestaram pelo menos um caso de
abscesso - enquanto o Brasil apresentou indice alarmante de 98 % (MINOZZI et al.,
2016). A linfadenite caseosa, ou “mal do caro¢o”, como ¢ popularmente conhecida
no Brasil, trata-se de uma enfermidade cronica e debilitante de pequenos ruminantes;
causada por C. pseudotuberculosis, é caracterizada pela formacdo de granulomas
(abscessos) em um ou mais linfonodos, notadamente de regides da cabeca (linfonodo
parotideo), mandibula (submandibular), do pescogo (retrofaringeo), escapula (pré-
escapular), flanco e das glandulas mamarias. Nao obstante, linfonodos mesentéricos
e mediastinais também podem ser afetados (DE SA et al., 2018; MINOZZI et al.,
2016; SANTIAGO et al., 2013). Tal condicéo € descrita, por conseguinte, como um
dos fatores limitantes da criagdo de caprinos (SILVEIRA et al., 2015).

Considerada, em todo o mundo, como uma das doencas cronicas de potencial
zoondtico com maior relevancia econdémica a caprinocultura e ovinocultura (JESSE
et al.,, 2016), a linfadenite caseosa ocasionalmente acomete bovinos e equinos, e
raramente o ser humano (FARIAS et al., 2018).

Os maiores prejuizos associados a doenca, em cabras e ovelhas, devem-se ao
elevado indice de morbidade nos rebanhos, comprometendo determinadas fungdes
organicas e, consequentemente, diminuindo o ganho de peso e a producdo de leite,
causando depreciagédo da pele, condenacgdo de carcaca e, em casos graves, levando
animais a morte (FARIAS et al., 2018; SILVEIRA et al., 2015). A comercializacao
global de animais infectados, juntamente com programas ineficientes de sanidade,
constitui a causa elementar do carater cosmopolita da linfadenite caseosa (SELLERA
et al., 2016). Na Africa do Sul, Tanzania, Nigéria, em Mali e no Quénia, a
enfermidade € uma das causas da condenacdo de Orgdos e carcacas de caprinos e
ovinos. Entre 1996 e 2004, de 201 paises que relataram o respectivo panorama

sanitario a Organizagdo Mundial de Saude Animal (da sigla, em francés, OIE), 64



declararam a presenca de animais com linfadenite caseosa em regides fronteiricas
(ABEBE e TESSEMA, 2015).

Segundo Umer e colaboradores (2017), individuos infectados por C.
pseudotuberculosis, com quadro de inflamagé&o granulomatosa necrosante em um ou
mais linfonodos, tém manifestagdo de abscessos com ou sem queda dos pelos
circundantes, a qual varia de acordo com o grau de maturacdo desses. Ao termino do
amadurecimento o abscesso se rompe, acarretando descarga, no ambiente e sobre o

corpo do animal, de material purulento (pus) contaminante.

A linfadenite caseosa acomete principalmente caprinos adultos, é altamente
contagiosa e pode ser transmitida pelo contato direto entre animal infectado e
saudavel, e indiretamente pela ingestdo de alimento contaminado com pus, ou pelo
contato de lesdes cutaneas com agua, solo, capim, fémites ou estruturas do ambiente
contaminados (MINOZZI et al., 2016; SANTIAGO et al., 2013). Portanto, a
ocorréncia de feridas de pele representa a mais importante porta de entrada de C.
pseudotuberculosis, o qual se encontra viavel, em exsudato purulento, na ordem de 1
x 10% a 5 x 107 unidades formadoras de col6nias por grama de material. Sendo assim,
a principal conduta voltada ao controle da enfermidade é o isolamento imediato de
animais infectados, seguida da drenagem cirlrgica de abscessos (antes da ruptura
natural), tendo em vista que estes podem persistir por cerca de dois a trés anos em um
mesmo individuo, devido ao elevado indice de reinfecgio (DE SA et al., 2018; JESSE
et al., 2016; SANTIAGO et al., 2013).

Apos infeccdo, sdo liberados no local de penetracdo do microrganismo a exotoxina
fosfolipase D e um lipidio de superficie derivado do &cido micdlico, dentre outros
fatores de viruléncia, provocando necrose da derme, inflamacdo e aumento da
permeabilidade vascular. Isso favorece a invasividade do patdgeno, cujo transporte
para linfonodos regionais ocorre por meio de fagocitos; dao-se, assim, as lesdes
caseosas de linfadenite, denominadas piogranulomas (OREIBY, 2015; WINDSOR e
BUSH, 2016).

De acordo com Odhah e colaboradores (2017), o tempo de incubacdo da bactéria
varia, na maioria dos casos, de trés a 20 semanas, mas ja foram relatados periodos
mais curtos, nos quais os individuos podem demonstrar febre, alteraces nas

frequéncias cardiaca e respiratoria, e diminuigdo do apetite e consumo de alimentos.



A linfadenite caseosa, segundo Mahmood e colaboradores (2015), comumente se
apresenta como uma doenga subclinica, cujos sinais clinicos sdo verificados somente
apos deteccdo, a inspecdo clinica, das lesées em linfonodos superficiais. Conforme
descrito por Umer e colaboradores (2017), em determinadas situacdes, abscessos se
desenvolvem em drgdos internos, como pulmdes, figado, rins e baco, caracterizando

a forma visceral da enfermidade.

Segundo Oreiby (2015), sinais clinicos ou exames post mortem ndo devem ser
utilizados isoladamente como método de referéncia para diagndstico da linfadenite
caseosa, haja vista que outro(s) agente(s) piogénico(s) pode(m) produzir abscessos
similares. Desse modo, além do exame clinico de lesbes caseosas superficiais, 0
diagnostico definitivo da enfermidade esta fundamentado no isolamento e
identificacdo de C. pseudotuberculosis, notadamente por meio de técnicas
moleculares e bioquimicas, tais como a reacdo em cadeia da polimerase (da sigla, em
inglés, PCR), e o sistema de fitas APl (Analytical Profile Index) para bactérias
corineformes, respectivamente (GUIMARAES et al., 2011; HUERTA et al., 2013).
Além disso, inquéritos soroepidemiologicos podem ser realizados por meio de
métodos alternativos, mais praticos e rapidos, como o ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (da sigla, em inglés, ELISA), o qual apresenta niveis satisfatorios de
sensibilidade e especificidade (FARIAS et al., 2018).

A técnica de PCR destinada a investigacdo dos genes bacterianos 16S RNAr, rpoB
e da fosfolipase D, por exemplo, resultou em testes de alta sensibilidade,
reprodutibilidade e eficiéncia diagnéstica (GUERRERO et al., 2018).Trata-se de um
método promissor para amostras de pus, tanto para identificacdo de coldnias quanto
verificacdo direta do microrganismo, enquanto testes soroldgicos sao mais indicados
para amostras de sangue, a julgar pela baixa quantidade de bactérias na circulacao
sanguinea do hospedeiro (OREIBY, 2015).

Do ponto de vista hematologico, Odhah e colaboradores (2017) destacaram que
cabras desafiadas experimentalmente com C. pseudotuberculosis ndo demonstraram
alteracdes expressivas ao hemograma, enquanto os diferentes tratamentos exibiram
contrastes significativos ao leucograma. A partir da verificagdo, em pequenos
ruminantes, de alteracdes histoldgicas em orgdos reprodutivos, modificacfes nos

parametros seminais, concentracdo hormonal e niveis de citocina, Umer e



colaboradores (2017) salientaram que a infeccdo pode estar associada a casos de

infertilidade e aborto.
2.2.2. Eficacia de abordagens terapéuticas com antibidticos

Isolados clinicos de C. pseudotuberculosis oriundos da Arabia Saudita
apresentaram, in vitro, elevada sensibilidade a eritromicina, oxitetraciclina,
cloranfenicol, ampicilina, neomicina e amoxicilina, enquanto novobiocina,
cloxacilina, canamicina, estreptomicina e nitrofurantoina demonstraram efeito
moderado. Gentamicina, sulfametoxazol com trimetoprima, e flumequina, por sua
vez, exibiram baixa atividade antibacteriana (AL-TRAIF et al., 2017). Corroborando
com os resultados supramencionados, Robaj e colaboradores (2017) verificaram que,
in vitro, isolados clinicos bulgaros foram totalmente susceptiveis a oxitetraciclina, ao
acido clavulanico e amoxicilina, e altamente sensiveis a cloxacilina (95.8 %),
gentamicina (91.7 %) e ao trimetoprim (83.3 %). Por outro lado, verificou-se elevada
resisténcia a estreptomicina (83.3 %) e penicilina G (62.5 %). No Brasil, de acordo
com Mattos et al. (2018), isolados clinicos da Bahia apresentaram resisténcia a
oxacilina, mas sensibilidade a penicilina, neomicina, enrofloxacina, ciprofloxacina,

cefalotina, amoxicilina e ampicilina.

Embora C. pseudotuberculosis seja sensivel a maioria dos antibioticos testados in
vitro, os resultados terapéuticos in vivo sdo bastante variaveis, o que torna, em muitos
casos, determinadas abordagens terapéuticas questionaveis frente aos inimeros casos
de recidiva. Apesar de Gururaj e colaboradores (2018), assim como Senturk e
Temizel (2006), terem demonstrado cura clinica de pequenos ruminantes
naturalmente infectados pela bactéria, a partir de tratamento com ciprofloxacina
associada a rinfamicina/oxitetraciclina, Baird e Fontaine (2007) apontam lacunas em
estudos acerca de terapias contra linfadenite caseosa, destacando que apenas a
avaliagdo clinica como fator determinante da cura é insuficiente, sendo, portanto,

imprescindivel a comprovacao de cura bacterioldgica.

De forma geral, a refratariedade in vivo de C. pseudotuberculosis aos antibidticos
pode ser atribuida a baixa eficacia do grupo farmacologico, tendo em vista que estes
apresentam limitacbes para atingirem os respectivos limiares terapéuticos em
subcompartimentos biolégicos, nos quais patdégenos podem estar localizados. 1sso

explica porque antimicrobianos, quando utilizados no tratamento da linfadenite



caseosa, tém acesso limitado ao interior de fagocitos. Esses precisam atravessar as
membranas celulares do hospedeiro, superar a capacidade de producgéo de biofilme
pelas bactérias, e transpor a parede fibrosa dos abscessos (STANISIC et al., 2018;
BAIRD e MALONE, 2010; GUIMARAES et al., 2011; IVANOVIC et al., 2009).
Assim, protocolos terapéuticos comumente implementados consistem na drenagem
cirdrgica do abscesso, seguida da utilizacdo de antibidticos sistémicos por longos
periodos, 0 que onera o procedimento, alem de suscitar questionamentos relativos a
eficacia deste (SELLERA et al., 2016).

Diante disso, em contraposicdo a antibioticoterapia, popularizou-se entre 0s
criadores de pequenos ruminantes a drenagem cirlrgica de abscessos, e posterior
cauterizacdo quimica do sitio de infeccdo com solucdo de iodo a 10 % (SANTIAGO
etal., 2013; SANTOS et al., 2019; SELLERA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2015).

2.2.3. Penetracdo de farmacos em abscessos

A capacidade de adentrar 0s abscessos, e atingir o interior de células fagocitarias,
configura o maior obstaculo a utilizacdo de antibi6ticos no tratamento da linfadenite
caseosa (STANISIC et al., 2018; BAIRD e MALONE, 2010; IVANOVIC et al.,
2009).

Segundo Wagner e colaboradores (2006), abscessos consistem, anatomicamente,
de parede fibrotica externa, camada interna de leucdécitos, e area central de detritos
necroticos. Tanto a composi¢do quanto a permeabilidade da parede variam de acordo
com o tempo de infeccdo e o estagio de encapsulamento. De acordo com Guimardes
e colaboradores (2011), lesdes de linfadenite caseosa tém sua génese a partir da
liberacdo, por macrofagos, de enzimas lisossémicas. Na fase inicial de formacéo dos
abscessos, uma membrana piogénica separa as lesdes purulentas do tecido
circundante. Na borda destes se desenvolve tecido de granulacéo, o qual é substituido
por cépsula fibrosa - apesar da curetagem quimica, com solucdo de iodo a 10 %,
promover a queda desta estrutura, bactérias viaveis podem ser encontradas no tecido
adjacente - a medida em que ocorre cronificacdo da inflamacdo (WAGNER et al.,
2006). Macroscopicamente, a superficie de corte do abscesso apresenta uma capsula
fibrosa preenchida por contetdo caseoso laminado, amarelo-esverdeado e sem odor
(DAR et al., 2013).



Os achados microscépicos, em linfonodos de animais infectados por C.
pseudotuberculosis, sdo caracterizados por areas multifocais de material caseoso na
regido mais interna, zona densa de neutrdfilos, macréfagos, linfocitos e histiocitos
externamente a estas, e tecido conjuntivo em fase proliferativa na camada mais
externa do abscesso (HASSAN et al., 2012). Verifica-se, em casos de processo
inflamatorio agudo, aumento na concentracdo de mucopolissacarideos, &cidos e

neutros, dentro e ao redor dos abscessos (DAR et al., 2013).

No que tange a penetracdo de antibioticos em abscesso, segundo Sauermann e
colaboradores (2005), condigdes fisico-quimicas adversas, como alta ligacdo a
proteinas, ambiente anaerdbio e baixo pH, sdo responsaveis pela baixa concentracéo
de antimicrobianos parenterais em lesdes granulomatosas. Além disso, Clothier e
colaboradores (2011) apontaram que a atividade fagocitaria de macréfagos e
leucécitos polimorfonucleares, no interior do abscesso, estd constantemente
prejudicada. Sendo assim, para que um farmaco exerca a¢ao antimicrobiana em pus,
Wagner e colaboradores (2006) salientaram que, a partir do plasma, o antibiético deve
atravessar o endotélio capilar, que separa o plasma do liquido intersticial, e se difundir
através do fluido espacial intersticial. Por fim, o medicamento podera, eventualmente,

atravessar a membrana do abscesso, a qual separa o0 material purulento do intersticio.

Dentro desse contexto, para que as barreiras a penetracdo de antibioticos, nas
lesbes granulomatosas de linfadenite caseosa, sejam efetivamente transpostas, séo
necessarias altas concentrac@es plasmaticas destes - o gradiente de concentracdo, no
plasma ou no abscesso, é o unico fator que pode elevar o transporte absoluto de um
farmaco (SAUERMANN et al., 2005). Considerando que C. pseudotuberculosis
produz sitios de infeccdo densamente encapsulados, os quais sdo essencialmente
isolados do organismo (WASHBURN et al., 2013), ha inUmeros estudos destinados a
avaliacdo clinica do uso de antibioticos para o tratamento da linfadenite caseosa; em
contrapartida, sdo poucos 0s que investigam a efetiva penetracdo desses em abscesso,
ou até mesmo que propdem alternativas para aumento da penetrabilidade em

estruturas encapsuladas.

A eficicia de determinada terapia antibidtica, contra microrganismos
intracelulares, € determinada pela susceptibilidade bacteriana, capacidade do
antibiotico entrar e se acumular em celulas do hospedeiro, e de se difundir por
subcompartimentos  celulares nos quais o0 patogeno estd localizado
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(KAMRUZZAMAN et al., 2017). Todavia, a despeito da importancia, apenas um
estudo sobre penetracdo de antibidtico, em abscesso causado por C.
pseudotuberculosis, foi encontrado. O experimento, conduzido por Washburn e
colaboradores (2013), caracterizou-se pelo uso de camaras artificiais como modelo
dos abscessos de linfadenite caseosa, e pela administracdo de tulatromicina, em dose
Unica e pela via subcutanea, em 12 cabras, para calculo da dindmica de penetracdo do
farmaco em abscesso. A quantidade do antibiético, no fluido intersticial, permaneceu
acima da concentracdo inibitéria minima (CIM) durante 15 dias. Além disso, seis de
12 camaras infectadas pelo agente ndo apresentaram crescimento de colonias
bacterianas ap6s 15 dias da aplicacdo do medicamento, o que demonstrou, in vivo, 0
potencial terapéutico da tulatromicina para o fim desejado.

2.3. Corynebacterium pseudotuberculosis: microbiologia, viruléncia e patogenia

da infecgéo

O género Corynebacterium pertence a classe Actinobacteria, e compreende um
conjunto de 88 espécies classificadas taxonomicamente, do qual algumas destas sao
consideradas agentes zoonéticos, como Corynebacterium ulcerans, C. xerosis e C.
pseudotuberculosis (BURKOVSKI, 2013). O ultimo se trata de uma bactéria Gram-
positiva e intracelular facultativa, classificada em dois biotipos, com base no
hospedeiro de eleicdo e na atividade redutora de nitrato (DORNELES et al., 2014).
De acordo com Silveira e colaboradores (2015), C. pseudotuberculosis é um patdégeno
ndo esporulado, aerébico e agente intracelular facultativo de macréfagos; permanece
no interior destes protegido de acdo fagocitica, por meio de um lipidio de acéo
leucotodxica presente na superficie da parede celular. Segundo Rhodes e colaboradores
(2015), os dois biovares geneticamente distintos sdo: biovar equi, que afeta cavalos e
é nitrato redutase positivo; biovar ovis, que acomete ovinos e caprinos, e é nitrato

redutase negativo.

O microrganismo é pleomorfico, exibindo formas cocdides e de bastdes curtos,
com variagao de tamanho de 0.5 a 0.6 pum por 1.0 a 3.0 um. Além disso, ndo possui
capsula e, apesar de dispor de fimbrias, ndo apresenta motilidade (BURKOVSKI,
2013). In vitro, C. pseudotuberculosis cresce melhor a 37 °C (mesofilico), e em pH
de 7.0 a 7.2 (GUERRERO et al., 2018).
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No que tange a viruléncia, os principais mecanismos sdo os lipidios da parede
celular, e a enzima fosfolipase D. Esta atua como exotoxina glicoproteica, ou
citotoxina, capaz de hidrolisar moléculas de esfingomielina presentes na membrana
celular de leucécitos, favorecendo a penetracdo da bactéria nestes (DE SA et al.,
2018). Os lipidios, por sua vez, ligam-se a camada de peptidoglicanos da parede
celular bacteriana, promovendo estabilidade e, por conseguinte, contribuindo para a
sobrevivéncia do microrganismo dentro das celulas fagocitarias (RAYNAL et al.,
2018). A fosfolipase D, de acordo com Silveira e colaboradores (2015), causa necrose
da derme, € hemolitica, e atua sobre o endotélio de modo a aumentar a permeabilidade
de vasos sanguineos e linféticos, facilitando, destarte, a invasdo bacteriana no
organismo do hospedeiro. Dessa forma, a patogenia da infeccdo € favorecida, e o
patdgeno consegue migrar do local de inoculagéo para os linfonodos periféricos mais
proximos deste (DE SA et al., 2018). Ademais, segundo Odhah e colaboradores
(2017), hé relacédo inversa entre a fosfolipase D e as concentragdes de proteinas de
fase aguda.

Quanto aos lipidios, os acidos micolicos (C22 a C36) tém papel fundamental na
patogenia de infeccGes por C. pseudotuberculosis, pois: conferem resisténcia a
agravos quimicos na parede celular e a desidratacdo do agente; atribuem, para
determinados farmacos, baixa permeabilidade a parede celular; possibilitam a
formacéo de biofilme (PAWELCZYK ¢ KREMER, 2014). O revestimento de acido
micolico, como o principal fator de viruléncia expresso na parede celular, contribui
com a capacidade de sobrevivéncia da bactéria, em condicBes extremas e por longos
periodos, como um parasita intracelular facultativo (ODHAH et al., 2017). Por via de
regra, os lipidios presentes na superficie da parede celular protegem o microrganismo
contra enzimas proteoliticas de fagolisossomos, permitindo que este consiga se
disseminar através dos tecidos, e desenvolver lesdes granulomatosas em linfonodos
(DE SA et al., 2018).

Além dos dois fatores de viruléncia supracitados, outros genes parecem estar
intimamente relacionados a patogenicidade de C. pseudotuberculosis, como o fagA,
fagB, fagC, fagD e hsp60, os quais codificam proteina integral de membrana,
transportador de ferro de enterobactina, proteina de ligacdo a ATP citoplasmatico e
proteina sider6fora de ligagao ao ferro, respectivamente (DE SA et al.; GUERRERO

et al., 2018). Constatou-se que alguns genes, associados a absorcédo de ferro, carbono
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e magnésio, podem favorecer o processo de adaptacdo de cepas bacterianas a
diferentes hospedeiros. Esses codificam, destarte, mecanismos de ades&o, invaséo,
colonizagdo e proliferagdo do microrganismo, assim como recursos de evaséo do
sistema imunolégico (RUIZ etal., 2011). Dessa forma, a elevada frequéncia dos genes
supramencionados, em isolados bacterianos oriundos de lesbes cutaneas, revela a
patogenicidade destes, os quais podem ser candidatos a modelos vacinais (DE SA et
al., 2013).

Uma das primeiras técnicas destinadas a tipagem de C. pseudotuberculosis foi a
biotipagem, que dividiu os isolados em biovar ovis e equi, mais comumente
relacionados a cepas isoladas de ovelhas e cavalos, respectivamente (GUIMARAES
etal., 2011). Além disso, caracteristicas fenotipicas podem ser vinculadas a genétipos,
como foi descrito a capacidade redutora de nitrato, a qual possui relacdo com
diferentes padrdes de restricdo e ribotipos. Por outro lado, o patdgeno tem sido
considerado excepcionalmente homogéneo, com baixa diversidade genética

demonstrada por ensaios moleculares de genotipagem (DORNELES et al., 2014).

No que tange a patogenia da doenca, conforme abordado previamente, o inicio da
infeccdo ocorre por meio da penetracdo do agente no hospedeiro, pelas mucosas oral
ou nasal, e principalmente através de lesGes cutaneas; a disseminacédo, por sua vez,
da-se com o patdgeno livre ou no interior de células fagocitarias, como macrofagos,
em vasos sanguineos e linfaticos aferentes de linfonodos e/ou visceras (DE SA et al.,
2018). Essas realizam fagocitose do microrganismo, formando, assim, o
fagolisossomo, dentro do qual algumas bactérias podem sobreviver devido a provéavel
relacdo entre a camada lipidica da parede celular destas e a inibi¢do da producédo de
Oxido nitrico em células da resposta imune inata (BASTOS et al., 2012;
STEFANSKA et al., 2010). Os macréfagos, segundo Raynal e colaboradores (2018),
destacam-se na patogenia da infeccdo por C. pseudotuberculosis, haja vista que
proporcionam meio intracelular favoravel a sobrevivéncia e multiplicacdo desse, além

de contribuirem para a evasédo do sistema imunoldgico.
2.4. Avancos da nanotecnologia na Medicina Veterinaria

Nanotecnologia é o estudo de materiais em nanoescala, dos quais pelo menos uma
dimens&o varia entre 1 e 100 nm (10° a 107 m), e que sdo comumente denominados

particulas ou nanoparticulas (HILL e LI, 2017). Tal ciéncia tem revolucionado a
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Medicina, particularmente nas areas de imagem e delivery de medicamentos. De
acordo com Underwood e van Eps (2012), as nanoparticulas tém sido desenvolvidas,
ao longo dos ultimos 30 anos, em pesquisas de novos métodos de diagnostico e de
terapias orientadas a células, tecidos e 6rgdos especificos. A nanotecnologia, segundo
Manuja e colaboradores (2012), abriu novas perspectivas de aplicacdo nas areas da
biologia molecular, biotecnologia, e nas mais diversas vertentes da Medicina

Veterinaria e ciéncias animais.

Conforme enfatizado por Rodrigues e colaboradores (2017), quando principios
bésicos de sustentabilidade estdo alinhados, os nanomateriais podem auxiliar na
reducdo de insumos utilizados na producdo animal, promovendo, destarte, uma gestao

eficiente da saude animal.

Ante o exposto, formulacBes de nanoparticulas objetivam superar inumeras
limitacGes de farmacos convencionais, incluindo toxicidade, baixa solubilidade em
agua, instabilidade e aquelas relativas a propriedades farmacocinéticas, além de
contribuirem para o avanco da medicina personalizada (LIN et al., 2015). Desse
modo, salde e bem-estar, além de melhorias em quantidade e qualidade da producéo,
podem ser alcangados por meio da traducédo da nanotecnologia em servicos e produtos
eficazes destinados a praticas veterinarias (MANUJA et al.,, 2012). AplicacGes
praticas de lipossomos na liberacdo de drogas, com nanoparticulas de albumina e
nanoconjugados poliméricos, por exemplo, emergiram de pesquisas realizadas nos
anos 1970, e apds quatro décadas mais de 25 medicamentos nanoparticulados foram
aprovados para uso humano (IRACHE et al., 2011). Para animais de companhia,
composicdes farmacéuticas lipossomais ja estdo disponiveis comercialmente, como a
bupivacaina, cuja apresentacdo comercial é denominada Nocita®, e o paclitaxel,
encontrado no mercado como Paccal-vet®.

De modo geral, uma formulagdo nanoparticulada, em comparagédo a droga livre,
requer dose reduzida do principio ativo, viabilizando, por conseguinte, 0 emprego de
farmacos humanos dispendiosos na Medicina Veterinaria. Além disso, medicamentos
nanoestruturados podem reduzir os niveis de residuos em carcaca, produtos e
subprodutos da producdo animal, e mitigar a selegcdo de bactérias multirresistentes.
Assim, tais formulacdes tém o potencial de contribuirem significativamente para a
sustentabilidade das mais diversas cadeias produtivas agropecuarias (UNDERWOOD
e VAN EPS, 2012). De acordo com Rodrigues e colaboradores (2017), o aumento da
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ressonancia plasmonica e da fotoatividade de nanomateriais, bem como a razéo entre
a superficie e o volume destes, podem ser aproveitados para incremento da eficiéncia
de sistemas agricolas. Além disso, 0o nanoencapsulamento, segundo Handford e
colaboradores (2014), pode melhorar significativamente as propriedades de
compostos bioativos, tais como biodistribuicdo, solubilidade, direcionamento,
mucoadesividade e absor¢do através de células, além de prolongar a permanéncia

destes no trato gastrintestinal.

Conforme descrito por Lin e colaboradores (2015), as nanoparticulas podem ser
categorizadas como inorganicas (e.g. nanotubos de carbono) e organicas (e.g. micelas
poliméricas). Existe uma grande variedade de aplicagbes da nanotecnologia na
Medicina Veterinaria, incluindo particulas metalicas para tratamento de cancer,
pontos quanticos para diagndstico in vivo de enfermidades, nanovetores para
farmacos e nanoparticulas para terapia génica (KUZMA, 2010). Estas, dentre
in0meras  utilidades, promovem novas abordagens para elevarem a
biodistribuicao/biodisponibilidade de farmacos, vitaminas, minerais e vacinas, além
de fomentarem a producéo de novos testes para diagnosticos rapidos e mais sensiveis,
no que diz respeito a doencas em animais (UNDERWOOD e VAN EPS, 2012).
Determinados nanomateriais metalicos tém sido aprovados como agentes bactericidas
e bacteriostaticos, destacando-se a prata, 0 ouro e o0 zinco, cada um com diferentes
propriedades e espectro de atividades especifico (MOHAMED et al., 2017). Santos e
colaboradores (2019) apontaram que nanoparticulas de prata apresentam perfil
antibacteriano marcante, contribuem para a cicatrizagdo de feridas, possuem elevada
durabilidade e s&o relativamente acessiveis. Essas, de acordo com Stanisic e
colaboradores (2018), podem reduzir a cascata inflamatdria e a proliferacdo tecidual,
assegurando maior organizacdo de fibras coldgenas e minimizando a formacéao de

cicatrizes.

Mohamed e colaboradores (2017), em avalia¢do da eficiéncia e do mecanismo de
acao de nanoparticulas de ouro contra C. pseudotuberculosis, observaram que estas
induziram atividade antimicrobiana intracelular, a qual foi atribuida a producéo de
espécies reativas de oxigénio; estas, por sua vez, aumentam o nivel de estresse
oxidativo das bactérias. No estudo de Stanisic e colaboradores (2018), formulou-se
uma pomada dérmica a base de nanoparticulas de prata, para aplicacdo em feridas

cirurgicas de animais com linfadenite caseosa. Todos os testes bioquimicos realizados
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durante o experimento apontaram para significativa evolucgéo clinica desses, a partir
do aumento de duas a 3 vezes da cicatrizagdo de pele. Além disso, nenhum dos
individuos tratados com a pomada apresentou recidiva, e ndo foram constatados
quaisquer efeitos colaterais. Todavia, apesar de promissor, o emprego de
nanoparticulas metalicas em novas abordagens terapéuticas ainda é submetido a
muitos questionamentos da comunidade académica, sobretudo em fungdo do
potencial efeito cumulativo dessas (MENDOZA e BROWN, 2019). Portanto, a
utilizacdo de materiais biodegradaveis, para sintese de nanoparticulas destinadas a uso

terapéutico, tém sido preterida a de ndo biodegradaveis.

O emprego da nanotecnologia na inddstria farmacéutica vem impulsionando, a
passos largos, o desenvolvimento de novas formulagbes com moléculas ja
tradicionalmente utilizadas; passaram a ser produzidos, destarte, medicamentos cada
vez mais individualizados, eficazes e com menos efeitos adversos (IRACHE et al.,
2011). Por via de regra, diferentes formulagGes nanoparticuladas podem elevar o
indice terapéutico e dose maxima tolerada, exibir parametros farmacocinéticos
melhores ou até mesmo perfil de toxicidade reduzido. Tal abordagem, para Lin e
colaboradores (2015), oferece novas oportunidades a drogas que, embora eficazes,
sdo toxicas, pouco sollveis em agua e/ou constituidas por moléculas instaveis, de
modo que essas sejam aplicadas em estudos clinicos veterinarios. De acordo com
Irache e colaboradores (2011), nanomateriais proporcionam aumento do desempenho
bioldgico e farmacoldgico de inimeros farmacos, ensejando alternativas interessantes
para formulacdo de moléculas de uso corriqueiro na terapéutica, bem como para novos

compostos oriundos de biotecnologia.

No tocante a protocolos terapéuticos destinados ao controle de infecgdes por
bactérias intracelulares, a eficicia reduzida dos antibioticos existentes fomentou a
necessidade de aperfeicoamento desses. Diante disso, 0 uso de nanoparticulas
biodegradaveis vem se tornando uma estratégia promissora ao aumento da
concentragéo intracelular dos farmacos (KAMRUZZAMAN et al., 2017). Ainda que
nanoparticulas sejam consideravelmente maiores do que moléculas de antibioticos,
essas podem favorecer a entrada de medicamentos em células especificas, seja por
mecanismos de fagocitose ou pinocitose. Ambas podem ocorrer por reconhecimento

inespecifico, mediado pela carga superficial da nanoparticula, por exemplo, e
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reconhecimento especifico, mediado pelos anticorpos utilizados para “decoragdao” da
superficie de nanoparticulas (MENDOZA e BROWN, 2019).

Além disso, no que diz respeito a tamanho, quando nanocarreadores atingem o
intersticio tecidual, o transito destes para o sistema linfatico tende a ser mais lento do
que o do farmaco livre, reduzindo, assim, o clearance tecidual do medicamento
nanoestruturado (UNDERWOOD e VAN EPS, 2012). Dessa forma, antes de
ganharem a circulacdo sanguinea, as nanoparticulas podem ser alvo de células do
sistema fagocitario mononuclear e de células dendriticas (CD). O tamanho da
particula assume, entdo, papel relevante na determinacdo da eficiéncia de
direcionamento e de retencéo tecidual do farmaco. Isso ocorre devido & importancia
de se considerar que particulas com tamanhos ente 10 e 100 nm podem transitar
facilmente pelo intersticio celular, e, assim, ganhar o sistema linfatico e ser
direcionadas para as CD residentes do linfonodo (MANOLOVA et al., 2008;
WAECKERLE-MEN e GROETTRUP, 2005). Particulas com mais de 100 nm, por
sua vez, tendem a ser fagocitadas por células apresentadoras de antigenos (CAAS)
periféricas, tendo em vista que CD apresentam tropismo por particulas entre 100 e
200 nm, enquanto macrdfagos costumam fagocitar, preferencialmente, particulas de
200 a 600 nm (KANCHAN e PANDA, 2007; MANOLOVA et al., 2008). No caso de
particulas com diametro inferior a 10 nm, pode ocorrer drenagem para capilares
sanguineos (MANOLOVA et al., 2008), evitando-se acdo mais efetiva das CAAs.

3. HIPOTESE

O sistema de cloxacilina nanoencapsulada, quando administrado em torno de
lesGes granulomatosas pela via subcutanea, proporciona a retencdo do farmaco no

interior de abscessos causados por Corynebacterium pseudotuberculosis em caprinos.
4. OBJETIVOS

Determinar os parametros farmacocinéticos da cloxacilina nanoencapsulada ap6s
aplicacdo na regido peri-abscesso, pela via subcutanea, em cabras leiteiras;

Determinar o perfil de retencédo da cloxacilina, para cabras leiteiras, em abscessos
causados por Corynebacterium pseudotuberculosis apds aplicacdo de uma

formulacdo nanoestruturada na regido peri-abscesso e pela via subcutanea.
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Abstract

Caseous lymphadenitis is an infectious and zoonotic disease caused by the facultative
intracellular bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis. The condition affects
small ruminants worldwide, causing significant reduction in milk, wool and meat
production. Considering the current therapeutic approaches, encapsulated lesions on
superficial lymph nodes are the most important barrier for penetration of antibiotics
into the infection site. Accordingly, the objective of this study was to evaluate the
pharmacokinetics of cloxacillin-loaded polymeric nanospheres (CLXNP). Ten
Toggenburg female goats, naturally infected with C. pseudotuberculosis, were
distributed into four groups, according to the drainage time of the abscess content: 3,
6, 24 and 48 hours after subcutaneous administration of 1.81 mg/kg of CLXNP in the
peri-abscess region. CLXNP exhibited sizes of 188.41 + 49.34 nm, polydispersity
index of 0.181 + 0.07 and zeta potential of -33.93 + 6.42 mV. At the in vitro assay,
for 4 pg/ml of CLXNP there was a reduction of 96.5 and 89 % in bacterial count at
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intracellular and extracellular compartments, respectively. Cloxacillin concentration
in the abscess was much higher than the in vitro inhibitory concentration, even after
the antibiotic was no longer detected in the circulatory system. The data are promising

for the development of an alternative therapeutic approach.
Introduction

Caseous lymphadenitis (CL) is a chronic and infectious disease that affects small
ruminants, with worldwide distribution and zoonotic potential. The condition is an
important cause of economic losses due to animal weight loss, decreased milk
production, carcass condemnation, leather damage and, eventually, death of affected
individuals. It is caused by the Gram-positive, facultative intracellular and non-
sporulated bacteria Corynebacterium pseudotuberculosis. Clinically, CL is
characterized by the formation of suppurative granulomas (abscesses) in one or more
lymph nodes, especially in the regions of head, jaw, neck, shoulders and flank/croup
(MINOZZI et al., 2016). Despite the sensitivity to a wide range of antibiotics at in
vitro assays, C. pseudotuberculosis is refractory to antibiotic therapy in vivo. The
refractoriness is attributed to low concentrations of antibiotics in the infection site,
due to the fibrous wall of abscesses and the limited intracellular penetration of drugs
(BAIRD & MALONE, 2010).

Therefore, efforts for prevention and control of CL in small ruminants are mostly
based on surgical treatment of external lesions, followed by chemical cauterization of
internal abscess surface and/or prolonged antibiotic therapy. Surgical drainage of
abscesses, however, creates a potential hazard of purulent material spreading to
fomites and to the environment, especially during the convalescent period
(WASHBURN et al. 2013).

Cloxacillin (CLX) is a semisynthetic penicillinase-resistant penicillin, and
member of the isoxazolyl penicillins family, that has a broad spectrum of activity
(DOl & CHAMBERS, 2015). Despite of CLX being extensively used in both
veterinary and human medicine, and the previous reports of C. pseudotuberculosis
susceptibility to the antibiotic at in vitro assays (AL-TRAIF et al.; ROBAJ et al.,
2017), the clinical applicability in therapeutic protocols for human lymphadenitis is
not sufficiently reported yet, except for ten occupational cases from Australia (PEEL

et al.,, 1997). The restricted acceptance of CLX can be partly explained by the
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controversial aspect of penicillins penetration and retention in phagocytic cells
(BONGERS et al., 2019).

The use of nanocarriers is an efficient and promising pharmacotechnical
alternative to promote drug targeting to specific cell, tissue and organ. To penetrate
multiple cellular barriers, antibiotic nanocarriers can be designed to target phagocytic
cells, improving intracellular retention and increasing therapeutic efficacy, whereas
minimizing development of bacterial resistance (LI et al., 2017). In veterinary
medicine, this approach is insufficiently explored; nevertheless, CLX polymeric
nanoparticles were successfully administered to cows and sheep with mastitis
(ARAUJO et al., 2019; ZAFALON et al., 2018).

Based on previous reports of our group (ARAUJO et al., 2019), that polymeric
nanoparticles have the capacity to deliver, in vitro, CLX molecules to phagocytic cell,
it was hypothesized that CLX can remain retained within CL abscess even after
bloodstream clearance. To evaluate the hypothesis, 1.81 mg/kg of cloxacillin-loaded
polymeric nanospheres (CLXNP) were administered subcutaneously, in the peri-
abscess region of goats naturally infected with C. pseudotuberculosis. CLX
concentrations were measured in blood plasma, and pus was drained from abscesses

to 48 hours following drug injection.
Material and Methods
Animals, housing and experimental design

A total of ten Toggenburg female goats (9 months to 3 years of age), naturally
infected with C. pseudotuberculosis, were used in this study (approved by the
Embrapa Animal Care and Use Committee). Each individual was examined, and the
corresponding abscess evaluated and measured, by a veterinarian. All the animals
were weighed, housed in individualized stalls, fed with 0.5 kg of commercial feed and

corn silage, and had access to ad libitum water.
Standards, materials and reagents

CLX Pharmaceutical Secondary Standard (PHR1922), dicloxacillin (D9016),
Pluronic® F68 (P5556), Span®80 (S6760), RPMI medium (R5886) and PBS buffer
(P5493) were purchased from Sigma-Aldrich; methanol and acetonitrile from
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J.T.Baker; poly (g-caprolactone) spheres (CAPA 6500) and CLX benzathine from,
respectively, MCassab and Hebei Huari Pharmaceuticals Co., Ltd.

Cloxacillin nanoparticles production and characterization

CLXNP were produced according to a previously described procedure (modified
technique of ARAUJO et al., 2019). Nanostructures were prepared with 0.6 % weight
per volume (w/v) of poly (e-caprolactone), 1 mg/ml of CLX benzathine and 0.5 %
w/v of Span®80, all diluted in 10 mL of a methanol/acetone (1:3) mixture. The
organic solution was gradually poured into 20 ml of aqueous solution, containing
Pluronic® F68 (0.75 % w/v) in ultrapure water, then stirred for 10 minutes. Lastly,
the suspension was concentrated by evaporation technique under reduced pressure.
Nanoparticles were then characterized by Dynamic Light Scattering (Zetasizer Nano
ZS, Malvern Instruments, UK) and Atomic Force Microscopy (EasyScan 2,
NanoSurf, Swiss), with a Tap 190Al-G probe (Budget-Sensors, Bulgaria) in tapping

mode.
In vitro assay

Blood samples were collected, from a single animal, in eight EDTA vacuum tubes,
which were centrifuged (10 min at 380 g and 25 °C) for plasma separation.
Leukocytes were collected from all the tubes, and transferred to a falcon tube with 10
ml of 0.84 % ammonium chloride, without homogenization. Subsequently to three
centrifugation and two resuspension procedures, the cell pellet was suspended with
10 ml of PBS buffer, and from each tube the macrophages were suspended with 7.5
ml of RPMI medium and 5 % of fetal bovine serum.

Cell counting was performed in a Neubauer chamber under a light microscope;
live (unstained) and dead (stained) cells were differentiated by trypan blue staining.
The maturation process, in a 5 % COz atmosphere at 37 °C, was completed after 48 h.

To determine C. pseudotuberculosis sensibility to CLXNP, the viability of
extracellular and intracellular bacteria was assessed by plate count (blood agar), after
24 h of macrophages exposition to the pathogen and at different concentrations of the
antibiotic (DORELLA et al., 2006; VALDIVIA et al., 2013).

Intracellular CLX delivery and retention were performed in accordance with Van
Bambeke et al. (2003) modified technique. Approximately 2.000.000 caprine
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macrophages per well were exposed to 0.026 mg/ml of nanoencapsulated CLX for 2
h, and subsequently subjected to two washing cycles with PBS buffer, for removal of
non-phagocytized nanoparticles. All the assays were performed in duplicate, and
intracellular CLX was quantified by Ultra Performance Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS) after well washing, 2 and 24 h after
antibiotic application.

Plasma and pus sample preparation

Precisely 1.81 mg/kg of CLXNP were subcutaneously administered around each
abscess. The dosage was determined according to the prescription for large animals
in Eghianruwa (2014). From the contralateral jugular vein 5 ml of blood were
collected, in EDTA vacuum tubes, at 0.25, 0.5, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 24 and 48 h after
CXNP administration, and then centrifuged. Pus from the abscesses was collected by
drainage, at 3, 6, 24 and 48 h following drug injection. CLXNP were quantified in
both biological matrices by UPLC-MS/MS.

Samples were extracted by liquid-liquid extraction, using methanol as solvent
extractor, and clean-up. The ratio used to perform matrix and solvent extraction was
1:9. The extracts were obtained after removal of the protein precipitates by
centrifugation (8 min at 22000 g and 5°C). Analysis was performed on the supernatant
of each sample.

Instrumental parameters

LC-MS/MS analysis was performed using UPLC Acquity (Waters Inc., USA)
equipped with Vanguard C18 pre-column and BEH-C18 column (2.1 x 100 mm, 1.7
um particle size - Waters Inc., USA), coupled to a MS XEVO-TQS micro mass
spectrometer (Waters Inc., USA) equipped with Electrospray lonization (ESI) source

and triple quadrupole mass analyzer.

The chromatographic conditions established for identification and quantification
of CLX were: mobile phase flow of 0.3 ml/min; column temperature of 50 °C; mobile
phases A, with 0.1 % of formic acid, and B, with methanol; running in gradient mode
from 0 to 3 min, with 50 % A and 50 % B; from 3.01 to 4 min, with 1 % A and 99 %
B; from 4.01 to 5 min, with 50 % A and 50 % B; injection volume of 3.0 pl. The

internal standard was adapted from dicloxacillin molecules.
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The spectrometric conditions were defined as: negative ionization mode; capillary
voltage of 3.0 kV; 20 V of cone potential; nebulisation temperature of 450 °C;
nebulisation gas flow of 810 I/min; cone gas flow of 150 I/h; collision energy of 8 V

for ion formation (390 m/z); collision energy of 14 V for ion fragmentation (293 m/z).

Method validation parameters included a limit of quantitation of 0.5 ng/ml,
detection limit of 0.05 ng/ml, recovery at 1 ng/ml of 81.28 %, and a relative standard
deviation of 21.75 %.

Analysis of pharmacokinetics data

Pharmacokinetic parameters were analyzed, for each animal, applying non-
compartmental analysis in PKSolver, a validated Microsoft Excel add-on (ZHANG
et al., 2010). The maximum plasma concentration (Cmax) and the time to reach
maximum concentration (Tmax), as well as plasma half-life (T12), volume of
distribution (\Vd) and clearance rate (CL) were calculated directly from the collected
data. Area under the curve were estimated, from O to the last measured point
(AUCo-1ast), With the linear fit of the natural log, adopting the trapezoidal rule. For
the abscesses, Cmax and Tmax Were determined considering the above-mentioned

method for blood plasma.

Descriptive statistics were generated from the final dataset, for the following

pharmacokinetic outcomes: Cmax, Tmax, AUCo—1ast, T12, Vd and CL.
Results

One animal was used only for calibration of LC-MS/MS analysis equipment. The
goat had only its blood sample collected, as it was not diagnosed with caseous
lymphadenitis. Concerning the infected animals, one had its abscess CLX
concentration removed from the results, because instead of purulent material

(nonexistent) a sample of the fibrous capsule was collected.

CLXNP exhibited average hydrodynamic radius of 188.41 = 49.34 nm, with
nanoparticles ranging from 78.82 to 458.7 nm in size (Figure 1.A). The polydispersity
index (PDI) and zeta potential were 0.181 £+ 0.07 and -33.93 + 6.42 mV, respectively.
In AFM technique, CLXNP presented spherical shape and a similar size to DLS
analysis result (Figure 1.B).
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For 4 pg/ml of CLXNP there was a reduction of 96.5 and 89 % in colony forming
units at intracellular and extracellular compartment assays, respectively. Intracellular
CLX retention 2 h after well washing was 6 + 4 ng per one million cells, and 24 h

post-washing the CLX retention was 0.6 £ 0.004 ng per one million cells.

Mean estimated pharmacokinetic parameters (Cmax, Tmax, T12, AUCo1ast, Vd and
CL) are presented, for each individual, in Table 1. Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of CLXNP against clinical isolates of C. pseudotuberculosis, the mean CLXNP
plasma concentration, and CLXNP pus concentrations analyzed at each sampling

point, are presented in Figure 2.

Table 2 shows CLX concentration values at 3, 6, 24 and 48 h after antibiotic
application, in the abscess and blood plasma from the same animal. Concentrations
were similar at 3 and 6 h, whereas at 24 and 48 h CLX concentrations in suppurative
granulomas were substantially higher than in the bloodstream, for the respective

animals.
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Figure 1 Representative analysis of cloxacillin-loaded polymeric nanospheres
(CLXNP) used in the experiment: Dynamic Light Scattering (A) and Atomic Force
Microscopy (B)
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Figure 2 Mean (= SD) plasma concentration and abscess concentrations, for each
Toggenburg goat, of cloxacillin-loaded polymeric nanospheres, following
subcutaneous administration of the antibiotic (1.81 mg/kg) in the peri-abscess region,
and Minimum Inhibitory Concentration (MIC = 4 pg/ml) against clinical isolates of

C. pseudotuberculosis analyzed in vitro
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Table 1 Cloxacillin-loaded polymeric nanospheres pharmacokinetic parameters in
plasma of Toggenburg goats, after a single dose (1.81 mg/kg) administered

subcutaneously in the peri-abscess region. Non-compartmental analysis applied in
PKSolver

Parameter Unit Goatl | Goat2 | Goat3 | Goat4 | Goat5 | Goat6 | Goat7 | Goat8 | Mean | SD
Crnax ng/ml | 25447,0 | 14776,9 | 13721,3 | 10270,6 | 2058,3 | 8487,0 | 43761,5 | 12312,0 | 16354 | 12889
Trmax hr 15 0,3 0,3 2,0 0,5 0,3 0,3 03| 066| 0,69
T hr 1,268 1,370 2,360 1,416 3,180 2,276 1,988 2,260 | 2,01| 0,65
AUC st ng-hr/ml | 63835,8 | 33605,8 | 11222,9 | 47578,8 | 7672,8 | 27285,1 | 53232,5 | 58551,8 | 37873 | 21329
Vd (area)/kg | ml/kg 51,9 106,5 549,1 77,7| 1082,6 2179 97,5 100,8 285 360
CL (area)/kg | ml/hr/kg | 28,354 | 53,859 | 161,272 | 38,042 | 235,885 | 66,336 | 34,002 | 30,913 81 76

Notes. Cmax: Observed maximal concentration; Tmax: time at observed maximal
concentration; Taz: elimination half-life estimated from the terminal time-
concentration curve; AUCo_1ast: area under the curve from time zero to the last sample
time; Vd: volume of distribution; CL: clearance rate; SD: standard deviation.
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Table 2 Comparison of CLX concentrations in abscess and blood plasma at 3, 6, 24
and 48 h after subcutaneous antibiotic application in the peri-abscess region, for each

animal used in the experiment

Time Plasma Abscess
(ppb) (ppb)
3h 19945 1744.0
899.5 105.5
6h 257.0 3188.2
1392.0 1645.6
oap | <LOQ 177480.4
<LOQ 10807.3
<LOD 20.1
48h <LOD 143.0

Notes. At 3 h there was one individual, at 6 h there were three animals, and at 24 and
48 h there were two goats in each time; LOQ: limit of quantification; LOD: limit of
detection.

Discussion and Conclusion

The nanoparticles used in the experiment were similar in shape and size to those
produced by Aradjo et al. (2019). Considering that the measured PDI was less than
0.3, the suspension was considered monodisperse (DANAEI et al., 2018). Zeta
potential express, numerically, the surface electrical charge of a nanoparticle. Into
suspension, nanoparticles with modulus of zeta higher than 30 mV are electrically
stable due to electrostatic repulsion, preventing their aggregation, coagulation or
flocculation in a given fluid (LOWRY et al., 2016). Therefore, based on the calculated
zeta potential, it can be inferred that the suspension used had colloidal stability.

The dosage determined according to Eghianruwa (2014) was inferior to the one
administered intravenously to a human patient diagnosed with vertebral osteomyelitis
(QUILES et al., 2000), and single application of benzathine cloxacillin was already
tested for infectious bovine keratoconjunctivitis outbreaks (WARD & CLARK,
1991).

Prior to in vivo assay, the group conducted a phagocytosis study in goat
macrophages to demonstrate CLXNP delivery efficiency. The retention capacity of
CLX within these cells, as well as the intracellular CLXNP activity against C.
pseudotuberculosis were successfully demonstrated. The data corroborate with
previous results obtained with macrophage-like J774-A (ARAUJO et al., 2019).
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As indicated in Figure 2, after 24 h of CLXNP application, the concentration of
CLX in the abscess (pus) varied considerably, decreasing as it changed from fluid to
pasty aspect. The capacity to penetrate the abscess wall and reach the cytoplasm of
phagocytic cells are the major obstacles to the employment of antibiotic therapy for
the treatment of caseous lymphadenitis (BAIRD & MALONE, 2010; STANISIC et
al., 2018). The limitation of the efficacy of such approach could be related: 1 -
inability of certain pharmacological bases to penetrate the cell membrane and/or to
remain within phagocytic cells (KAMRUZZAMAN et al., 2017); 2 - anatomical
constitution of abscesses from C. pseudotuberculosis infection, which are usually
situated inside a superficial lymph node, and composed of multifocal areas of caseous
material internally, thick zone of neutrophils, macrophages, lymphocytes and
histiocytes, and connective tissue in proliferative phase externally (HASSAN et al.,
2012).

Beta lactam antibiotics can easily pass through the cell membrane, especially due
to low molecular weight and moderate lipophilicity (KAMRUZZAMAN et al., 2017).
However, they may have low retention rate in phagocytic cells, with an intracellular
and extracellular antibiotic ratio of less than 1 (BONGERS et al., 2019). Molecules
incapacity of accumulation inside the cell is partly explained by efflux pump
mechanisms, which eject the drug out of the intracellular environment. (BONGERS
et al., 2019; VAN BAMBEKE et al., 2003). Consequently, there are few reports of
the successful use of CLX in the treatment of abscesses caused by C.
pseudotuberculosis - only ten human cases in Australia, in which therapeutic
protocols were considerably extensive (PEEL et al., 1997).

It is known that both size and zeta potential are crucial to determine nanoparticle
cell uptake. According to Swartz et al. (2001), nanoparticles ranging from 10 to 100
nm in size can easily cover the cellular interstice after subcutaneous administration,
thereby reaching the lymphatic system and targeting lymph node resident dendritic
cells (DC). On the other hand, nanoparticles larger than 100 nm tend to be
phagocytized by peripheral antigen-presenting cells, considering that periferic DC
have tropism for particles between 100 and 200 nm. Macrophages, which have higher
phagocytic capacity, have tropism for material ranging from 200 to 600 nm
(KANCHAN & PANDA, 2007; SWARTZ et al., 2001). Due to the large surface
area/volume ratio and surface negative charge, CLXNP can be rapidly opsonized and
cleared by phagocytic cells (HONARY & ZAHIR, 2013). Considering that abscesses
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caused by C. pseudotuberculosis are notably located in superficial lymph nodes, and
have a great number of phagocytic cells inside, it is possible to hypothesize that after
subcutaneous application of the antibiotic, CLXNP that escaped phagocytosis were
responsible for CLX plasma levels whereas CLXNP phagocytized by resident DC
cells and phagocytic cells, which contribute to formation of the anatomical structure
of the abscess, were responsible for the high retention of the drug in the pus.

CLXNP administered subcutaneously had longer apparent elimination half-life
inside abscesses than in blood plasma, suggesting that the antibiotic is gradually
released from connective tissue to granulomatous lesions. In order to effectively
overcome the barriers to antibiotic penetration in suppurative granulomas of caseous
lymphadenitis, high plasma antibiotic concentrations are required (SAUERMANN et
al., 2005). Although the lymph node compartment represents the target area for the
pathogen that causes caseous lymphadenitis, there is a paucity of existing data on the
necessary PK/PD relationship and MIC values necessary for effective treatment or
prevention of C. pseudotuberculosis infection in goats.

Unpublished studies of our group achieved, for two bacterial isolates of caprine
origin and two of ovine origin, a MIC of 4 pg/ml for the nanostructured CLX
formulation. The concentration of CLX in abscesses drained 24 h after antibiotic
application was extremely high, as shown in Figure 2, comprising values above MIC
from approximately 8 to 36 h post-injection.

Pharmacokinetic parameters were considerably different in blood plasma and pus.
The mean maximum plasma concentration was 16354 ng/ml (+ 12889) and 62820
ng/ml in the purulent exudate. The mean time to maximum concentration was 0.66 h
in blood plasma and 24 h for pus, which was sampled once from each individual by
surgical drainage of the abscess. Mean apparent elimination half-life of CLXNP was
2.01 h (£ 0.65) in blood plasma. Direct correlation between the two biological
matrices is relatively intricate, however, objective comparison indicates that
pharmacokinetics in the blood plasma of Toggenburg female goats is dramatically
different from the parameters analyzed for CLXNP in the purulent material. Based on
the in vivo results, there is evidence that CLX presented, in abscesses purulent content,
a concentration profile distinct from that shown in blood plasma, indicating drug
retention in that compartment.

PK/PD modelling of penicillin-based beta-lactams report time-dependent
outcomes (AHMAD et al., 2016), for which concentrations above the MIC for 50 %

38



of the interval between doses are necessary for maximum effects (KUTI, 2016).
Considering that the concentration of the antibiotic inside the abscess was above the
MIC of 4 pg/ml from approximately 8 to 36 h post-injection, the administration of
CLXNP in the subcutaneous peri-abscess region every 24 h could be considered as a
practical and effective therapeutic protocol. Within the interval between doses, free
drug concentrations would be considerably above the MIC in the infection site,
mitigating reinfection and environment contamination rates.

In conclusion, CLXNP have a remarkably therapeutic potential for treatment of
caseous lymphadenitis, considering that the drug concentration, inside suppurative
granulomas (abscesses), was higher than MIC value for estimated in vitro.
Furthermore, the preliminary data can be used as a guide for a larger clinical study in
goats infected with C. pseudotuberculosis, not only to define a dose, but also a

therapeutic regimen for the treatment of caseous lymphadenitis with CLXNP.
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