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RESUMO GERAL

A ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB) € uma importante afeccao
ocular dos bovinos. Um dos grandes desafios da CIB é o seu tratamento, uma
vez que tanto as formulagBes tdpicas quanto parenterais apresentam diversos
inconvenientes. A aplicacdo de farmacos parenterais tem um periodo de caréncia
maior e podem deixar residuos no leite e na carne. Ja a aplicacdo topica é,
muitas vezes, impossibilitada pela dificuldade de manejo, uma vez que séo
necessarias varias aplicacdes. Para contornar as limitagdes de tratamento, foi
avaliado o uso de uma formulacdo nanoestruturada de cloxacilina. A CIB foi
induzida experimentalmente em 46 bovinos, puros e mesticos, distribuidos em 3
grupos de forma homogénea quanto ao grau de sangue. Um grupo (n= 16) foi
tratado com suspensdo de nanoparticulas de cloxacilina, outro (n=13) recebeu
formulacéo de cloxacilina em veiculo oleoso e o controle (n=17) ndo foi tratado.
Os bovinos receberam 1 ml das formulagGes, na forma de colirio oftalmico, em
duas aplicagOes, com intervalo de 4 dias entre elas. Os animais passaram por
avaliacdes clinicas e por exames microbioldgicos oculares. Apés a primeira e a
segunda aplicacdo, dia 6 e 9 respectivamente, foi observada uma reducao
acentuada dos sinais clinicos no grupo que recebeu a formulacdo
nanoestruturada em relagdo aos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos com relacdo ao isolamento do agente (p=0,85), no
dia 6. Apds o segundo tratamento, dia 9, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos tratados com a formulacdo nanoestruturada e a formulacdo oleosa,
com relacdo ao isolamento do agente (p=0,07), mas houve diferenca entre o
grupo tratado com a formula¢do nanoestruturada e o controle (p=0,012). Os
resultados indicam que a formulacdo nanoestruturada se mostrou mais eficaz na
reducdo dos sinais clinicos e da carga bacteriana quando comparada aos demais
grupos.

Palavras-chave: Nanoparticulas mucoadesivas. Pinkeye. Tratamento topico.



GENERAL ABSTRACT

The infectious bovine keratoconjunctivitis (IBK) is an important ocular
disease of cattle. One of the great challenges of IBK is its treatment, given that
both topical and parenteral formulations present several drawbacks. The
application of parenteral drugs has a longer grace period and may leave residues
in milk and meat. The topical application is often precluded by handling
difficulty, since many applications are required. In order to circumvent treatment
limitations, we evaluated the use of a nanostructured formulation of cloxacillin.
The IBK was experimentally induced in 46 calves, both pure and crossbred,
homogeneously divided into 3 groups according to blood degree. One group (n =
16) was treated with a suspension of cloxacillin nanoparticles, and another (n =
13) received an oil based cloxacillin formulation and the control (n = 17) was
not treated. The animals received 1 ml of the formulations, in the form of eye
drops, in two applications with interval of 4 days between each. The animals
underwent clinical evaluations and ocular microbiological exams. After the first
and second applications, day 6 and 9 respectively, we observed a pronounced
reduction of the clinical signs in the group receiving the nanostructured
formulation when compared to the remaining groups (p < 0.05). There was no
significant difference between the groups regarding the isolation of the agent (p
= 0.85) on day 6. After the second treatment, day 9, there was no significant
difference between the groups treated with the nanostructured formulation and
the oil based formulation, regarding the isolation of the agent (p = 0.07), but
there was difference between the group treated with the nanostructured
formulation and the control (p = 0.012). The results indicate that the
nanostructured formulation was more effective in reducing clinical signs and
bacterial load when compared to the remaining groups.

Keywords: Mucoadhesive nanoparticles. Pinkeye. Topical treatment.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB), também conhecida por
“pinkeye”, “doenga do olho branco”, “mal do olho” entre outras denominagdes, &
uma das doengas oculares mais importantes dos bovinos, responsavel por perdas
econdmicas e produtivas em rebanhos de todo o mundo (POSTMA;
CARFAGNINI; MINATEL, 2008). E uma doenca contagiosa causada por uma
bactéria Gram negativo denominada Moraxella bovis. Os animais acometidos
apresentam manifestagBes clinicas que iniciam com lacrimejamento, fotofobia,
edema e opacidade de cornea, podendo evoluir para Ulcera de cdrnea e, em
alguns casos, cegueira irreversivel (BAPTISTA, 1979).

Para o tratamento dessa enfermidade, as drogas injetaveis muitas vezes
apresentam periodos de caréncia elevados, com risco de deixar residuos no leite
e na carne (ALEXANDER, 2010). Como alternativa para o tratamento
parenteral (i.e. intramuscular, intrapalpebral e outras) das infeccBes oculares
tem-se a via ocular topica, que € menos invasiva e culmina em baixas
concentracdes sistémicas de principio ativo. Por outro lado, o tratamento tépico
é frequentemente impossibilitado pela dificuldade de manejo, ja que sédo
necessarias varias aplicacbes para que se atinja uma concentracdo de
antimicrobianos suficiente e constante na conjuntiva ocular para a cura
microbiolégica (MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007).

Muitos antimicrobianos sdo utilizados para o tratamento da CIB, dentre
os quais a cloxacilina, que apresenta potente atividade antimicrobiana contra M.
bovis (DAIGNEAULT; GEORGE; BAGGOT, 1990; GEORGE; KEEFE;
DAIGNEAULT, 1989; MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007; O’CONNOR et



10

al., 2007). Todavia este farmaco apresenta-se comercialmente em formulacdes
farmacéuticas com limitagGes como as ja citadas anteriormente.

Uma alternativa para contornar estas limitacfes seria a utilizacdo de
cloxacilina encapsulada em nanoparticulas poliméricas mucoadesivas, uma
formulacdo de carater inovador no tratamento de afeccdes oculares em bovinos
(GERN et al., 2013). Nanoparticulas mucoadesivas tém a capacidade de se
aderir @ mucosa ocular, minimizando a necessidade de mdaltiplos tratamentos.
Isso ocorre pela capacidade de liberacdo gradual e prolongada do farmaco. A
utilizacdo desses nanocarreadores pode promover, ainda, aumento adicional e
constante do principio ativo na superficie da cérnea e no humor aquoso
(SAHOO et al., 2010). Diante disso, o presente trabalho visa avaliar a eficacia
da utilizacdo de nanoparticulas mucoadesivas de cloxacilina (MOSQUEIRA,;
ARAUJO; BRANDAO, 2011) para o tratamento da ceratoconjuntivite

infecciosa bovina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia

A Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina é uma enfermidade cosmopolita,
sendo uma das doencas que mais causa prejuizo econdmico em rebanhos
bovinos leiteiros do MERCOSUL (BAPTISTA, 1979; CONCEICAO;
TURNES, 2003; WILCOX, 1970b). A CIB foi diagnosticada na maioria dos
estados brasileiros, e em paises como Uruguai, Argentina, Paraguai e Chile,
afetando principalmente animais de racas europeias (CONCEICAO; TURNES,
2003). Segundo Baptista e Ribeiro (1974), a regido sul e a de fronteira do Rio
Grande do Sul sdo as mais atingidas pela doenca. Na Australia, estimou-se que a
doenca produziu perdas superiores a 22 milhdes de doélares em 1979 (SLATTER
et al.,, 1982), e nos Estados Unidos, em 1993, de 150 milhGes de doblares
(KIRKPATRICK; LALMAR, 2015). S0 escassos 0s estudos recentes sobre o
impacto econdmico da CIB.

Apesar de ndo ser uma doenca fatal, ocasiona significativas perdas
econdmicas e produtivas devido a queda da producdo de leite, descarte de leite
ocasionado por tratamento antimicrobiano, despesas com medicamentos,
dificuldade de manejo, assisténcia veterindria ndo planejada e, eventualmente,
perda de visdo e descarte prematuro de animais. Outro fator a se considerar ¢ a
evidente perda de peso ao desmame que pode variar de 6,8 a 13,6kg (BROWN
et al.,, 1998; FUNK et al., 2009; THRIFT; OVERFIELD, 1974). Funk et al.
(2014) observaram, ainda, menor deposicdo de gordura na altura da 122 costela,
menor area de olho de lombo e peso corporal inferior em bovinos de corte ao
desmame, com evidéncia de CIB.

A doenca acomete animais de todas as idades, independentemente do

Sexo e raga, mas nas regides onde é endémica, as taxas de incidéncia sdo maiores
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nos animais jovens, de dois a doze meses de idade. Alguns autores relatam que
0s zebuinos e suas cruzas sdo menos frequentemente afetados (FRISCH, 1975;
WEBBER; SELBY, 1981). Vale ressaltar que o efeito da raca com relagdo a
incidéncia da CIB é, em alguns casos, empirico. Outros fatores como, por
exemplo, o sistema de producdo intensivo, adotado preferencialmente para
determinadas racas, pode propiciar maior incidéncia da CIB. Nesse caso, 0
contato entre os animais facilita a transmisséo da doenca entre os animais.

A CIB pode apresentar curso agudo, subagudo ou crdnico, atingindo
apenas um ou ambos os olhos (PUNCH et al., 1985). E uma doenca altamente
contagiosa, transmitida por contato direto, aerossdis e fomites contaminados
com a secrecdo nasal ou ocular de bovinos infectados (CONCEICAO;
TURNES, 2003). A CIB também pode ser transmitida por vetores mecanicos, as
moscas, sendo que a Moraxella bovis pode sobreviver por mais de trés dias nas
patas desses insetos (GERHARDT et al., 1982). Bovinos que se recuperaram
dessa afeccdo e animais ndo clinicamente acometidos podem atuar como
reservatorios do agente no rebanho. A CIB ocorre principalmente nas estagdes
quentes do ano, quando a populacdo de vetores, Musca autumnalis e Musca
domestica, e o foto-periodo aumentam (CONCEICAO; TURNES, 2003;
SMITH, 2006). Além disso, as forrageiras de maior porte, a presenca de ervas
daninhas, poeira e maior tempo de incidéncia solar, tipicos do verdo, podem
causar irritacdo mecénica dos olhos aumentando a predisposicdo a infec¢cOes
(BROWN; ADKINS, 1972). O aumento da exposicdo dos animas a radiacdo
ultravioleta facilita a infeccdo por M. bovis e agrava a doenca (HUGHES;
PUGH; MCDONALD, 1965; NAYAR; SAUNDERS, 1975). O estado
nutricional dos animais também é um fator importante (WEBBER; SELBY,
1981). Um dos primeiros sinais da deficiéncia de vitamina A é a reducdo da
sensibilidade ocular e cegueira notuna (BARNET; PALMER; ABRAMS, 1975),
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que podem facilitar a ocorréncia de trauma e infeccbes (WEBBER; SELBY,
1981).

2.2 Etiologia

A Moraxella bovis é tradicionalmente considerada o agente causal
primario da CIB (GOULD et al., 2013). Juntamente com M. bovis, outras
bactérias Gram negativo foram identificadas no fluido ocular de bovinos
normais e afetados pela CIB. Estas bactérias receberam varias designaces como
diplococos hemoliticos (PUGH; HUGHES, 1966), Neisseria hemolitica
(FAIRLIE, 1966), Neisseria spp. (BARBER, 1984; BARBER; JONES; WOOD,
1986; SPRADBROW et al., 1967), Neisseria (Branhamella) catarrhalis
(WILCOX, 1970a) ou Moraxella ovis (CERNY et al., 2006; ELAD;
YERUHAM; BERNSTEIN, 1988).

Angelos et al. (2007) relataram o isolamento de uma nova espécie do
género Moraxella isolada de animais com evidéncia de CIB, denominada
Moraxella bovoculi sp. nov. Essa descoberta desencadeou novas possibilidades
para que se pudesse entender melhor a epidemiologia da doenca como uma
afeccdo potencialmente multicausal. No entanto, a M. bovoculi sozinha néo foi
capaz de induzir a doenca experimentalmente. Acredita-se que ela atue como um
agente secundario no desenvolvimento da patologia em questdo (GOULD et al.,
2013).

A Moraxella bovis pertence a familia Moraxellaceae. Estudos de
hibridizagdo de DNA e andlise da sequéncia do rDNA foram realizados e 0s
géneros, Moraxella, Acinetobacter e Psychrobacter foram removidos da familia
Neisseriaceae e incluidos na familia Moraxellaceae (ROSSAU, 1991). A M.
bovis € uma bactéria Gram negativo, imdvel, aerébica, produtora de oxidase,

variavel para producdo de catalase e colagenase, ndo esporula, ndo fermenta
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carboidratos nem reduz nitratos. A espécie apresenta um pleomorfismo
caracteristico, apresentando-se aos pares ou em cadeias curtas, variando de
cocos, a cocobacilos e bacilos. Em &gar sangue, formam colbnias lisas ou
rugosas, com 1 a 3 mm de didmetro, circulares, levemente esbranquicadas e com
um estreito halo de p-hemdlise (PUGH; HUGHES, 1966).

Bactérias isoladas de casos clinicos de CIB formam col6nias rugosas
que se coradas pelo cristal violeta, auto-aglutinam em agua destilada e aglutinam
heméacias de varias espécies, caracteristicas associadas a presenca de fimbrias.
As colbnias rugosas (fimbriadas), ao serem removidas do agar, deixam pequenas
concavidades no meio de cultivo, fendmeno conhecido por corrosdo do agar.
Além disso, a bactéria também apresenta uma forma de translocacéo superficial
conhecida como twitching motility (BROWN et al., 1998).

2.3 Fisiopatogenia

A Moraxella bovis apresenta varios fatores de viruléncia, mas apenas
dois sdo determinantes para causar doenca clinica: a presenca de fimbrias (pili
de tipo 1V) na superficie da célula bacteriana (CHANDLER; BAPTISTA,
TURFREY, 1979; PEDERSEN; FROHOLM; BOVRE, 1972; POSTMA,
CARFAGNINI; MINATEL, 2008; PUGH JUNIOR; HUGES, 1971) e a
secrecdo de uma citotoxina B-hemolitica, corneotdxica e leucotdxica (BEARD;
MOORE, 1994; KAGONYERA; GEORGE; MUNN, 1989; ROGERS;
CHEVILLE; PUGH, 1987). Outros fatores de viruléncia em potencial incluem
fosfolipases (FARN et al., 2001), sistemas de aquisicdo de ferro (FENWICK et
al., 1996; POSTMA; CARFAGNINI; MINATEL, 2008; YU; SCHRYVERS,
2002), além de enzimas proteoliticas, hidroliticas (FRANK; GERBER, 1981) e
endotoxinas (CONCEIC}AO; TURNES, 2003; JOHANSEN;
WANNEMUEHLER; ROSENBUSCH, 1990).
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As fimbrias da Moraxella bovis participam do processo de aderéncia
bacteriana & mucosa ocular, prevenindo a remocdo dos organismos pelo fluxo
continuo de secrecdo ocular e pelo ato de piscar (CHANDLER; BAPTISTA;
TURFREY, 1979; CHANDLER; SMITH; TURFREY, 1981; PEDERSEN;
FROHOLM; BOVRE, 1972; PUGH JUNIOR; HUGES, 1971; RUEHL et al.,
1988; WILCOX, 1970b). Somente as cepas que apresentam fimbrias sdo capazes
de estabelecer a infeccdo ocular e desencadear os sinais clinicos de CIB
experimentalmente (CHANDLER; BAPTISTA,; TURFREY, 1979;
PEDERSEN; FROHOLM; BOVRE, 1972; PUGH JUNIOR; HUGES, 1971).

Foram identificados dois tipos de pili funcionalmente distintos
denominados Q e I (anteriormente denominados ¢ a) (MARRS; RUEHL,;
FALKOW, 1988). O pili Q aumenta a capacidade de fixacdo das bactérias a
cornea bovina. Ja o pili | propicia a persisténcia do agente no local por mais
tempo mantendo a infeccdo ja estabelecida. Estudos tém demonstrado que as
cepas de M. bovis que expressam pili tipo Q sdo mais eficientes em estabelecer a
infeccdo e mais patogénicas que as cepas que expressam pili tipo | (RUEHL et
al., 1988, 1993). Variacdes estruturais e antigénicas dentro e entre espécies
ocorrem nos dois tercos da regido C terminal da subunidade fimbrial. Estas
fimbrias estdo codificadas no cromossomo bacteriano e estima-se que pelo
menos 22 genes estdo envolvidos na biossintese e regulacdo das fimbrias tipo IV
de outras espécies bacterianas (KEIZER et al., 2001; MATTICK;
WHITCHURCH; ALM, 1996).

Além da expressdo de fimbrias, cepas patogénicas de M. bovis
sintetizam uma B hemolisina, que tem uma importante fungdo na patogénese.
Cepas ndo hemoliticas sdo frequentemente isoladas de bovinos e geralmente ndo
estdo associadas & doenga clinica (BROWN et al., 1998). Estudos indicam que a
B hemolisina de M. bovis pertence a familia RTX de exoproteinas bacterianas

(BILLSON et al., 2000), caracterizada por produzir poros na membrana
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citoplasmatica das células alvo (epiteliais, leucdcitos, hemacias), provocando
efluxo de potassio, desequilibrio osmatico e lise (ANGELOS; HESS; GEORGE,
2001).

Uma enzima secretada por M. bovis com atividade de fosfolipase B foi
caracterizada por Farn et al. (2001). As fosfolipases, enzimas reconhecidas como
o principal fator de viruléncia de alguns patdgenos bacterianos, atuam
hidrolisando os fosfolipidios de membranas bioldgicas, provocando lise celular,
auxiliando na resisténcia a fagocitose (GOLDFINE et al., 1995; MCNAMARA,
BRADLEY; SONGER, 1994). Marrion e Riley (2000) detectaram um fator
solavel produzido por M. bovis que provoca a separacao de células de diferentes
linhagens in vitro, incluindo células epiteliais da cornea. Esta exfoliatina pode
participar na patogénese, facilitando a invasdo da cornea.

Estudos in vitro sugerem que a M. bovis possui um eficiente sistema de
aquisicado de ferro constituido por sideréforos e receptores de membrana externa,
que reconhecem lactoferrina e transferrina bovinas, duas proteinas capazes de
quelar ferro presente nas secre¢cfes mucosas € Nno SOro  sanguineo,
respectivamente. A capacidade de a M. bovis multiplicar-se em meios com baixo
conteudo de ferro e de utilizar lactoferrina e transferrina bovina como fontes de
ferro sugere um importante mecanismo de viruléncia (FENWICK et al., 1996;
POSTMA; CARFAGNINI; MINATEL, 2008).

Enzimas hidroliticas identificadas em culturas de M. bovis, tais como
esterase C4, esterase-lipase C8, lipase C14, fosfoamidase, hialuronidase,
fosfatase e enzimas proteoliticas, tais como a leucina e valina aminopeptidases e
gelatinases, podem participar da producéo das ulceras de cornea. Por outro lado,
as cepas virulentas de M. bovis ndo tém a capacidade de hidrolizar o colageno,
principal componente da esclera, cornea e membrana basal (FRANK; GERBER,
1981).
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Como outras bactérias Gram negativo, a M. bovis possui
lipopolissacarideo somético (LPS ou endotoxina) (CONCEICAO; TURNES,
2003). O LPS estimula macrofagos, células endoteliais e linfécitos, que por sua
vez, liberam uma série de citocinas (TNF, IL-1, IL-6). Essas citocinas induzem a
adesdo de neutrdfilos e mondcitos ao endotélio vascular, ativam e atraem células
inflamatorias (quimiotaxia). A liberagdo de endotoxinas também induz outros
eventos, como a ativacdo da via alternativa do sistema complemento e o
recrutamento de neutrdfilos e macréfagos ativados levando ao aumento do
processo inflamatério no foco infeccioso. O grande influxo de neutrdfilos é uma
importante causa de injdria tecidual, uma vez que tecidos adjacentes normais
também sdo destruidos pela resposta inflamatéria (CULLOR; SMITH, 1996).
Segundo Vogelweid et al. (1986), a resposta inflamatéria do hospedeiro
potencializa os danos a cérnea em estagios mais avancados da doenga, ja que
ndo foram encontradas bactérias na superficie do epitélio ulcerado ou danificado

adjacente a area de lesdo em bovinos inoculados experimentalmente.

2.4 Sinais Clinicos

Os primeiros sinais clinicos da CIB sdo lacrimejamento intenso,
fotofobia e blefaroespasmo. Neste estagio, as palpebras tornam-se edemaciadas,
havendo hiperemia da conjuntiva, evoluindo geralmente para blefarite. Entre um
e quatro dias ap6s o inicio da doenca ha formacéo de ceratite, o desenvolvimento
de opacidade na superficie ocular (nébula), geralmente no centro da cornea.
Uma ou varias Ulceras pequenas (1 a 4 mm) podem ser observadas e também
vesiculas epiteliais (SMITH, 2006). As Ulceras se formam ap6s a adesdo da M.
bovis a camada externa da cornea e invasdo do estroma (CHANDLER;
TURFREY; SMITH, 1983; ROGERS; CHEVILLE; PUGH, 1987). Bactérias,

leucdcitos polimorfonucleares e as células da cérnea liberam hidrolases e
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proteases que provocam a modificacdo da disposicao das fibras de colageno e
necrose das células (MOORE; RUTTER, 1989; PEDERSEN; FROHOLM,;
BOVRE, 1972).

A opacidade da cornea pode se tornar mais densa no ponto inicial e
avangar centrifugamente sobre toda a éarea central da superficie ocular, fase
denominada nubécula. As Ulceras podem se tornar mais amplas e mais profundas
durante alguns dias e podem ser observados sinais de uveite anterior secundaria
a ceratite. Nessa fase o corrimento se torna mucopurulento (SMITH, 2006).

Aproximadamente quatro a sete dias ap6s o inicio das ulceracBes a
vascularizagdo circunlimbal comega a invadir a cérnea. Por volta de nove a dez
dias ap6s o inicio dos sinais clinicos, uma rede de vasos sanguineos cresce no
estroma corneano em direcdo a Ulcera, que se torna amarelada devido a necrose
e infiltracdo de leucdcitos no estroma corneano. Os vasos sanguineos atingem
gradativamente as bordas da Ulcera estimulando a formacdo de tecido de
granulacdo que preenche a area lesionada (CHANDLER; SMITH; TURFREY,
1981; SMITH, 2006).

Alguns animais se recuperam dos sinais clinicos, geralmente, de uma a
trés semanas, e se tornam portadores crénicos. Nesse caso, ha reducdo do
lacrimejamento e a opacidade discreta pode permanecer por um periodo de 1 a 2
meses. O retorno a transparéncia, normalmente, comeca na regiao limbica. Apos
a cicatrizacdo da cornea pode haver a formagdo de uma leve cicatriz. Em
animais que apresentam sinais mais graves, pode ocorrer perda parcial ou total
da visdo, em alguns casos (SMITH, 2006). A aparéncia clinica, a persisténcia da
infeccdo e a taxa de progressdo da doenga variam de animal para animal tanto a

campo como em condicBes experimentais (HUGHES; PUGH, 1970).
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2.5 Diagnostico

As lesBes caracteristicas, que se originam da area central da cornea e
progridem de forma centrifuga, facilitam o diagnostico. O diagndstico
conclusivo é feito por isolamento e identificagdo da Moraxella bovis, uma vez
que outros agentes podem induzir sinais clinicos semelhantes, tais como
Micoplama ssp., Listeria monocytogenes e o virus da rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR) (SMITH, 2006).

O material de eleicdo para isolamento e identificacdo fenotipica e
genotipica é o liquido conjuntival de animais em fase inicial da doenga, coletado
com swabs estéreis e cultivado em agar sangue. Amostra de secrecdo lacrimal
devera ser colhida com swab dirigida a porcdo mais interna do olho
(ANGELOS; BALL, 2007; GOULD et al., 2013).

As amostras devem ser coletadas e semeadas em placas de agar sangue 0
mais rapido possivel, preferencialmente no campo, e posteriormente, mantidas e
incubadas a 35° C por 48-72 horas. Se ndo for possivel, a amostra devera ser
colocada em &gua destilada estéril (1-2 ml) para prevenir dissecacdo e
processadas dentro de 2 horas. Pode-se utilizar a refrigeracdo de amostras por,
no maximo, 24 horas antes de serem semeadas. Pode-se também realizar a coleta
com swab e adi¢do de soro equino ou ainda com meio de Stuart por até 72 horas
(GOMES, 2015).

Inicialmente a M. bovoculi poderia ser diferenciada de M. bovis e M.
ovis, bem como de outros isolados da familia Moraxellae pelo teste de
fenilalanina deaminase (PADase), sendo a M. bovoculi PADase positiva. Mas
quando comparados a caracterizagdo molecular foram observadas M. bovoculi
PADase negativa (ANGELOS; BALL, 2007). O diagndstico definitivo, com a

identificagdo da espécie de Moraxella, é determinado por testes moleculares.
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Para diferenciar M. bovis, M. bovoculi e M. ovis foi desenvolvido um
método utilizando PCR e enzimas de restricdo. Com este método, o fragmento
amplificado da regido intergénica 16S-23S de M. bovoculi é cortado pela enzima
Afal resultando em duas bandas, enquanto que a de M. bovis e M. ovis ndo sdo
cortadas e se mantém como uma Unica banda no gel (ANGELOS; BALL, 2007).
Libardoni et al. (2012) utilizaram a mesma técnica e obtiveram resultados
semelhantes com enzima Rsal. Apesar de ser eficiente, essa técnica é cara,
laboriosa e inviavel em larga escala.

Shen et al. (2011) validaram um teste de PCR multiplex em tempo real
comparando com a PCR multiplex convencional para Moraxella ssp. Dessa
forma eles obtiveram alta especificidade (100%) e alta sensibilidade (96,5%) no
teste. A PCR- multiplex em tempo real se mostra uma técnica rapida, de alta
sensibilidade e especificidade, e factivel em larga escala, contornando os

inconvenientes das técnicas ja citadas.

2.6 Tratamento

Transcorrido mais de um século do primeiro relato de CIB, as medidas
preventivas e terapéuticas disponiveis ainda tém limitacdes (CONCEICAO:;
TURNES, 2003). Diversos relatorios técnicos, publicacdes de empresas, artigos
cientificos e revisdes descrevem a antibioticoterapia para CIB. Entretanto, o
volume de informacdes avaliadas, o acesso limitado as publicacbes, as
diferencas no delineamento dos estudos, defini¢es da doenca e resultados das
pesquisas dificultam a tomada de decisédo clinica por parte dos profissionais para
tratamento dessa afeccdo (O’CONNOR et al., 2007). A decisdo terapéutica é
influenciada por inimeros fatores, tais como a eficacia dos antimicrobianos,
custo, exigéncia e disponibilidade de trabalho e qualidade das instalages e
assisténcia veterinaria (MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007).
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A eficacia da antibioticoterapia depende das propriedades
farmacoldgicas da droga. Quanto maior for a sua lipossolubilidade, melhor sera
a distribuicdo pelos tecidos e fluidos corporais (PUNCH et al., 1985). O epitélio
da cornea, relativamente lipofilico, tem uma baixa porosidade devido a alta
tortuosidade das juncGes intercelulares. Essa é a principal barreira para drogas
hidrofilicas, ao passo que a camada central do estroma, que é constituido
principalmente por fibras de colageno intercaladas e 4gua, corresponde a maior
parte da espessura da cornea, a qual € a principal barreira para farmacos
lipofilicos (GRASS; ROBINSON, 1988; SCHOENWALD, 1990). Apesar
dessas caracteristicas, na maioria das vezes, as propriedades farmacocinéticas
das drogas selecionadas sdo ignoradas no momento da escolha do
antimicrobiano para tratamento (CONCEICAO; TURNES, 2003).

A M. bovis é frequentemente suscetivel a gentamicina, cefalosporinas de
primeira geracdo, trimetroprima-sulfonamidas, nitrofuranos e tetraciclinas
quando aplicadas topicamente em suspensdo, pomadas ou aerosséis (BROWN et
al., 1998). Outros estudos relatam susceptibilidade antimicrobiana a ampicilina,
cefalosporina,  nitrofuranos,  penicilina,  sulfonamidas, tilmicosin, e
sulfametoxazol-sulfonamida, e varidvel sensibilidade in vitro & cloxacilina,
eritromicina, gentamicina, oxitetraciclina e estreptomicina (DAIGNEAUL;
GEORGE, 1990; GEORGE, 1990; MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007;
SHRYOCK; WHITE; WERNER, 1998). Gern et al. (2013) avaliaram a
susceptibilidade a cloxacilina convencional e nanoestruturada, in vitro, em
diferentes isolados de Moraxella. As duas formula¢Bes se mostraram eficazes e
todas as cepas testadas foram sensiveis a cloxacilina. Existem diferengas nos
padrdes de susceptibilidade entre cepas isoladas em regibes distintas, em um
mesmo rebanho ao longo de um surto (TURNES; ALBUQUERQUE, 1984) ou
de um mesmo animal (BROWN et al., 1998; SCHRAMM; ARAUJO, 1994).
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2.6.1 Aplicagéo subconjuntival

Administragcdo subconjuntival de antimicrobianos tem como objetivo
reduzir os custos do tratamento e o nimero de aplicagcdes, uma vez que altas
concentragdes de antibidtico podem ser atingidas no filme lacrimal por essa via
de aplicacdo (GEORGE, 1990; MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007). Esse
tipo de aplicacdo provavelmente permite que o fArmaco se difunda diretamente
através da esclera e cordide. Alternativamente, o farmaco pode extravasar do
sitio de aplicacdo, atingir o filme lacrimal e a cornea semelhante ao que acontece
na aplicacdo tépica (WARD; CLARK, 1991).

Embora as dosagens utilizadas por via subconjuntival sejam variaveis, 0
volume utilizado é de, no maximo, 1 ml. Acredita-se que por essa via seja
possivel manter a concentracdo terapéutica por 24 horas ou mais (WARD;
CLARK, 1991). A concentracdo de antibiéticos na lagrima foi mantida acima da
concentracao inibitéria minima (CIM) durante 24 horas em bovinos jovens que
receberam uma injeccdo subconjuntival bulbar de uma formulacdo de
oxitetraciclina convencional (100 mg / ml) (BUSWELL; HEWETT, 1983;
GEORGE et al., 1990). A administracdo de uma Unica dose de oxitetraciclina de
longa acdo manteve a CIM por mais de 72 horas, ocasionando, por outro lado,
uma grave necrose tecidual no local de aplicacdo (GEORGE et al., 1984).
Devido a esse efeito, a utilizacdo de formulacdes de longa acdo é contra indicada
por essa via (BROWN et al., 1998).

Outro farmaco muito utilizado por via subconjuntival é a penicilina G, o
gual, no entanto, possui eficacia variavel (ALEXANDER, 2010; MCCONNEL,;
SHUM; HOUSE, 2007). A aplicacdo subconjuntival de trés doses de 300.000 Ul
de penicilina G procainica com e sem 4 mg de dexametasona subconjuntival ndo
se mostrou significativamente eficiente na reducdo dos sinais clinicos de CIB
(ALLEN; GEORGE; WILLITS, 1995). Zielinski et al. (2002) utilizaram 300 mg
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de tilmicosin subconjuntival, mas ndo encontraram diferenga significativa na
reducdo do grau de lesdo e ganho de peso médio diario. A dificuldade de acesso,
manejo e contencdo dos animais muitas vezes inviabilizou a utilizagao dessa via
de aplicacdo (ALEXANDER, 2010).

2.6.2 Aplicacdo tdpica

A administracdo tdpica de formulagbes antimicrobianas é muito
utilizada para o tratamento da CIB pelo custo reduzido e por ser um método de
facil aplicacdo e ndo invasivo (GEORGE, 1990). No entanto, as suspensdes
antimicrobianas aquosas aplicadas topicamente tém meia vida curta na lagrima,
nesse caso & necessario maior nimero de aplicacBes para que se atinja a CIM
constante (MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007).

Antibidticos sprays pulverizados no olho sdo irritantes e permanecem
apenas alguns minutos antes da remocéo pelas lagrimas. Apesar de a aplicacdo
topica de oxitetraciclina, aerossol ou em pd, ser potencialmente eficaz, sdo
necessarias 3 a 4 aplica¢Ges por dia, por 4 a 7 dias (WARD; CLARK, 1991).
Pomadas podem conseguir maior tempo de contato com o antimicrobiano,
devido ao aumento da viscosidade e de liberacdo de pequenas goticulas das
drogas que se instalam no saco lacrimal inferior apds a aplicacdo (MCCONNEL,;
SHUM; HOUSE, 2007).

A aplicacdo topica de uma suspensdo de cloxacilina benzatinica em
6leo, uma (BUSWELL; HEWETT, 1983) ou duas vezes, com 72 horas de
intervalo (DEIGENEAULT; GEORGE, 1990), foi eficaz contra a infeccdo por
M. bovis. Os bezerros naturalmente afetados com CIB, tratados com duas
aplicacdes topicas de cloxacilina benzatinica (250 mg, 72 horas de intervalo),
tiveram uma reducdo similar nos tempos de regressdo das lesbes na cornea e

isolamentos de M. bovis, quando comparados aos tratados com apenas uma
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Unica dose (GEORGE; KEEFE; DAIGNEAULT, 1989). O tratamento nos
estagios iniciais da doenca, com Ulceras de até 5 mm, é essencial para a eficacia
terapéutica das formulagGes (GEORGE, 1990). Daigneault, George e Baggot
(1990), trabalhando com a mesma formulacdo, nao detectaram nenhuma
atividade da cloxacilina no fluido lacrimal 36 horas ap6s administracéo tdpica e
ndo foi detectada cloxacilina no soro, em qualquer momento ap6s a

administracéo topica do farmaco.

2.6.3 Aplicacéo intramuscular e subcutanea

Farmacos administrados sistemicamente podem se difundir no olho
através do filme lacrimal ou por meio da circulacdo perilimbal ou intra-ocular
(MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007). A administracdo parenteral de
formulagdes de longa acdo, como as tetraciclinas (20 mg/kg, IM), mantém
concentracdes nas lagrimas proximas a CIM por mais de 24 horas (BROWN et
al., 1998; PUNCH, 1985).

Edmondson, George e Farver (1989) e Roeder et al. (1995) utilizaram
oxitetraciclina (20 mg/kg, IM) e obtiveram diferenca significativa entre o grupo
tratado e o controle no tratamento da CIB. Angelos et al. (2000) utilizaram
florfenicol administrado por via subcutdnea (SC) (1 dose — 40mg/kg) e
intramuscular (IM) (2 doses/ intervalo de 48 horas, 20mg/kg) e observaram bons
resultados no tratamento de bovinos jovens naturalmente acometidos pela CIB.
Dueger et al. (1999) utilizaram florfenicol nas mesmas doses e vias de aplicacéo
e observaram reducdo do tempo de cicatrizagdo de uUlcera de cornea, redugdo da
severidade clinica e reducdo da carga bacteriana em bezerros infectados com M.
bovis. Zielinski et al. (2002) utilizaram varias doses de tilmicosin (2,5; 5 e 10
mg/kg, SC), mas ndo encontraram diferenca significativa na reducgdo do grau de

lesdo e ganho de peso médio didrio dos animais. Uma Unica dose de Ceftiofur
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crystalline-free acid (CCFA) (6,6mg/kg) mostrou efeito positivo no tratamento
da CIB em bovinos naturalmente infectados (DUERGER et al., 2004).

Um dos grandes problemas no tratamento da infeccdo ocular € a
dificuldade de manejo para tratamento topico, jA que Sd0 necessarias varias
aplicacdes para obtencdo de uma concentragdo de antimicrobianos suficiente e
constante para eliminacdo do agente. As drogas injetaveis podem deixar residuos
no leite e na carne, o que nao é desejavel do ponto de vista de producédo
principalmente na bovinocultura leiteira, ja& que o leite deve ser descartado
(ALEXANDER, 2010).

2.7 O uso da nanotecnologia na satde animal

Nanotecnologia (do latim nanus = muito pequeno, ando) € definida
como a tecnologia dos materiais e estruturas onde o tamanho € mensurado em
nanémetros, o que amplia o entendimento e controle da matéria por acdo
humana, possibilita o desenvolvimento de novas aplicacBes para os materiais.
Isso ocorre porque em particulas muito pequenas as propriedades da matéria
diferem consideravelmente em relacio as grandes particulas (RAMIREZ-
MELLA; HERNANDEZ-MENDO, 2010). Essa tecnologia esta emergindo
rapidamente e permite que se trabalhe a nivel molecular, &tomo por atomo,
criando e manipulando ferramentas, materiais e estruturas funcionais (BUZEA;
PACHECO; ROBBIE, 2007; SCOTT, 2005).

Segundo Kumar (2010), o futuro da salde animal passa pela
nanotecnologia, a qual tem um grande potencial para beneficiar a agricultura e
pecuaria em todo o mundo. Ha uma grande variedade de aplicacbes da
nanotecnologia na saude animal como exemplo, a liberagdo controlada de
drogas, o desenvolvimento de sistemas de diagndstico e tratamento de doencas,

na alimentac&o e na reproducdo animal (SCOTT, 2005).
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De uma forma geral a nanotecnologia tem sido mais aplicada no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, para veicular farmacos
com aplicacdo no tratamento do cancer, de doengas parasitarias, doengas
infecciosas entre outras patologias (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Para essa aplicacdo varios requisitos devem ser levados em consideragdo
no desenvolvimento de nanoparticulas como os carreadores de farmacos. Dentre
tais requisitos podemos citar: o tamanho de particulas, as suas propriedades de
superficie e a liberacdo das substancias farmacologicamente ativas, a fim de se
obter a acdo do farmaco no local especifico desejado, com um aprimoramento da
terapéutica e da posologia e diminuicdo dos efeitos téxicos (MOHANRAJ;
CHEN, 2006).

A vetorizagdo de farmacos antimicrobianos para humanos e, mais
recentemente, para uso animal é uma area promissora dentro da nanotecnologia.
Uma das vantagens da vetorizacdo de antimicrobianos em nanoparticulas
poliméricas € a possibilidade de aumentar a dose maxima tolerada e o indice
terapéutico (PINTO-ALPHANDARY; ANDREMONT; COUVREUR, 2000;
SCHIFFELERS; STORM; BAKKER-WOUDENBERG, 2001), devido a
liberacdo e disposicdo modificadas do antimicrobiano quando encapsulado, bem
como por uma modificacdo na sua biodistribuicdo (IRACHE et al., 2011). Além
das vantagens das nanoparticulas ja citadas, estes sistemas apresentam outros
beneficios, do ponto de vista tecnoldgico, dentre os quais se destacam: método
de preparo simples, alto teor de encapsulamento de farmacos e viabilidade de
encapsular substancias tanto lipofilicas quanto hidrofilicas (PELTONEN et al.,
2004).

A utilizacdo de vetores nanoestruturados de farmacos, uma estrategia
amplamente estudada para terapia humana, surge como uma possibilidade
inovadora de tratamento para a CIB (GERN et al.,, 2013). A utilizagdo de

sistemas de liberagdo nanoentruturados de fArmacos tem o potencial de manter o



27

indice terapéutico de diversos farmacos ja disponiveis no mercado, aumentando
sua eficacia, prevenindo a degradacédo ou inativacdo durante o transito até o sitio
alvo, atingindo niveis plasmaticos constantes por um longo periodo e protegendo
o0 organismo de reacOes adversas devido a distribui¢do inapropriada (BANKER;
RHODES, 1996; CHANDASANA et al., 2014).

2.7.1 Nanoparticulas poliméricas mucoadesivas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos
com didmetro inferior a 1pum. Apesar das vantagens destes sistemas, estudos
relatam que a maior dificuldade em se produzir tais vetores é a instabilidade em
meio aquoso (CHACON et al., 1999), podendo ocorrer agregacdo e fusdo das
particulas apds um longo periodo de estocagem (AUVILLAIN et al., 1989).

As nanoparticulas poliméricas oferecem algumas vantagens especificas,
tais como melhor estabilidade em fluidos bioldgicos e durante seu
armazenamento, viabilizam liberacdo sustentada de farmacos e sdo aplicaveis a
maioria das vias de administracdo (SOSNIK; NEVES; SARMENTO, 2014;
VILA et al., 2002).

Para se produzir nanoparticulas mucoadesivas é possivel manipular as
caracteristicas superficiais do material particulado por meio do recobrimento
com o polimero quitosana, uma alternativa que vem sendo estudada como forma
de favorecer a retencdo de nanoparticulas em mucosas epiteliais e possivelmente
aumentar a penetragdo de farmacos nesses locais (DE LA FUENTE et al., 2010;
MAO; SUN; KISSEL, 2010; MENG; STURGIS; YOUAN, 2011). Visto que em
pH fisioldgico a quitosana apresenta cargas positivas, devido ao protonamento
de seus grupos amino, podem ocorrer interacOes eletrostaticas entre as cargas

positivas das particulas recobertas com quitosana e as cargas negativas comuns a
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mucosa (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997), o que caracteriza um
fendmeno de mucoadesividade.

Especificamente a mucoadesividade refere-se a bioadesividade de
substancias ou particulas ao muco ou as membranas mucosas. Para que a adesao
ocorra, as moléculas de revestimento devem interagir com a interface, o que
pode ocorrer por ligagdes ibnicas, covalentes, de hidrogénio, ligagdes de Van-
der-Waals e hidrofébicas. No caso da quitosana com membranas mucosas,
ocorre predominantemente a ligacdo ibnica, por meio da atracdo eletrostatica
entre as cargas positivas do polimero e as cargas negativas da superficie de
mucosas (SMART, 2005). Este fendmeno torna a quitosana um importante
componente para a liberacdo de farmacos em mucosas (KEAN; THANOU,
2010; KUMARI; YADAYV; YADAYV, 2010; SAYIN et al., 2009; SOSNIK;
NEVES; SARMENTO, 2014). Estudos relatam a baixa toxicidade desse
polimero, particularmente via oral, um valor semelhante aos de sacarose e
cloreto de sddio (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004).

O uso de nanocarreadores mucoadesivos € uma estratégia alternativa
para contornar os inconvenientes do uso da via ocular tépica e via intramuscular,
uma vez que podem promover a liberacdo sustentada de principios ativos na
mucosa ocular, reduzindo a necessidade do numero de aplicagbes e mantendo
constante a concentracdo de principio ativo nesse compartimento bioldgico
(SAHOO et al., 2010; SOSNIK; NEVES; SARMENTO, 2014).

2.7.2 Cloxacilina nanoestruturada para o tratamento da CIB

A cloxacilina é um antibidtico B-lactamico usado clinicamente na
terapéutica veterinaria devido a sua atividade antibacteriana contra patdégenos
gram-positivos e gram-negativos. A vetorizacdo da cloxacilina tem por objetivo

a obtencdo de uma nova forma farmacéutica de administracdo do antibiotico.
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Esse tipo de formulacdo ja foi testado para o tratamento da mastite bovina
(CASTANHEIRAS, 2012) e para CIB, in vitro (GERN et al., 2013).
Formulagdes de nanoparticulas mucoadesivas sdo utilizadas a fim de manter
concentragBes elevadas do farmaco no local da infeccdo, menor absorcéo
sistémica, diminuicdo da dose e dos efeitos adversos, reduzindo também a
presenca de residuo do antibiético no leite, além do aumento da retencdo do
farmaco na mucosa (MOSQUEIRA; ARAUJO; BRANDAO, 2011).
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3 CONCLUSAO

A CIB é uma doenca que causa grande prejuizo a bovinocultura de corte
e leite em todo o mundo. Um dos grandes desafios é o tratamento, ja que as
formulagdes convencionais apresentam diversos inconvenientes. A utilizacdo de
nanoparticulas poliméricas mucoadesivas pode ser uma alternativa inovadora

capaz de contornar as dificuldades na terapéutica dessa afeccao.
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RESUMO

A ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB) é uma importante
afeccdo ocular que acomete bovinos em todo mundo. A utilizacdo de
drogas injetaveis no seu tratamento, muitas vezes, tem efeitos sistémicos
e pode deixar residuos no leite e na carne. A aplicagdo pela via topica
ocular culmina em baixas concentracdes sistémicas de principio ativo, por
outro lado, € frequentemente impossibilitada pela dificuldade de manejo,
j& que sdo necessarias varias aplicacbes para que se atinja uma
concentracdo de antimicrobianos suficiente e constante para eliminacao
do agente. Diante disso, o trabalho visa avaliar a eficacia de
nanoparticulas mucoadesivas de cloxacilina, uma formulagéo inovadora
para o tratamento da CIB. A doenca foi induzida experimentalmente em
46 animais, puros e mesticos, que foram divididos de forma homogénea
em trés grupos. Um grupo (n= 16) foi tratado com suspensdo de
nanoparticulas de cloxacilina, outro (n=13) recebeu formulacdo de
cloxacilina em veiculo oleoso e o controle (n=17) ndo foi tratado. Os
bovinos receberam 1 mL das formulagdes, na forma de colirio oftalmico,
em duas aplicacBes, com intervalo de 4 dias entre elas. Os animais
passaram por avaliac@es clinicas e por exames microbioldgicos oculares.
Observou-se uma reducdo mais acentuada dos sinais clinicos no grupo
que recebeu a formulacdo nanoestruturada em relacdo aos demais grupos
(p<0,05) ap6s a primeira e a segunda aplicacdo, dias 6 e 9
respectivamente. Em relacdo ao isolamento do agente, ndo houve
diferenca significativa na comparacdo entre 0s grupos tratados apos o
primeiro (p=0,85) e o segundo tratamento (p=0,07), mas houve diferenca
significativa entre o grupo tratado com a formulacdo nanoestruturada e o
controle (p=0,012). Os resultados indicam que a formulacdo
nanoestruturada se mostrou mais eficaz na reducdo dos sinais clinicos e
da carga bacteriana quando comparada aos demais grupos.

Palavras-chaves: Pinkeye. Nanoparticulas mucoadesivas. Cloxacilina.
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1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB), também conhecida
por “pinkeye”, é uma afec¢do ocular importante dos bovinos e afeta
rebanhos em todo o mundo (POSTMA; CARFAGNINI; MINATEL,
2008). E uma doenca bacteriana altamente contagiosa, cuja etiologia
primaria é atribuida a Moraxella bovis (GOULD et al., 2013). Sua
transmissdo ocorre por contato direto, descarga nasal ou ocular,
principalmente por vetores mecanicos (GERHARDT et al., 1982). A CIB
acomete com maior frequéncia animais jovens, de dois a doze meses de
idade podendo se estender para as demais faixas etarias do rebanho
(BROWN et al., 1998). Essa afeccdo € responsavel por perdas
econdmicas e produtivas (GOULD et al., 2013), que se devem a perda de
peso (FUNK et al., 2009), queda da producdo, descarte de leite
ocasionado por tratamento, despesas com medicamentos, aumento de
manejo e assisténcia veterinaria (ALEXANDER, 2010; PRIETO et al.,
2013). Eventualmente, pode ocorrer perda de visdo e descarte prematuro
de animais acometidos, quando ndo medicados de forma adequada
(BROWN et al., 1998).

Para o tratamento, é preconizada a aplicacdo de antimicrobianos
pela via tépica ou parenteral tal como intramuscular, subcutanea e
intrapalpebral. As drogas injetaveis muitas vezes causam transtornos, pois
tém efeito sistémico e deixam residuos no leite e na carne por mais tempo
(ALEXANDER, 2010). Como alternativa para o tratamento parenteral
tem-se 0 uso da via ocular topica, por ser menos invasiva e ndo resultar

em elevadas concentrac@es sistémicas de principio ativo. Por outro lado, o
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tratamento tépico muitas vezes & impossibilitado pela dificuldade de
manejo, ja que sdo necessarias multiplas aplicacdes para que se atinja
uma concentragdo de antimicrobianos suficiente e constante para
eliminacédo do agente (MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007).

A fim de contornar os inconvenientes na posologia, tanto da
terapia parenteral quanto topica, 0 uso de nanocarreadores mucoadesivos
tem se mostrado uma abordagem terapéutica promissora, ja que pode
promover a liberacdo sustentada de principios ativos na mucosa ocular
(SOSNIK; NEVES; SARMENTO, 2014; SULTANA et al., 2011). Esta
estratégia pode manter as concentracdes de farmacos na cornea por mais
tempo e com isso reduzir o numero de aplicagdes (CHANDASANA et
al., 2014; LEONARDI et al., 2015).

A cloxacilina apresenta potente atividade antimicrobiana contra
M. bovis (DAIGNEAULT; GEORGE, 1990; GEORGE; KEEFE;
DAIGNEAULT, 1989; MCCONNEL; SHUM; HOUSE, 2007
O’CONNOR et al, 2007). Todavia este farmaco apresenta-se em
formulagdes farmacéuticas convencionais com as ja citadas limitacdes.
Diante desse desafio, foram desenvolvidas nanoparticulas catibnicas
mucoadesivas capazes de promover a liberagcdo sustentada de cloxacilina
(MOSQUEIRA; ARAUJO; BRANDAO, 2011). Nesse contexto, o
presente trabalho visa avaliar a eficacia de nanoparticulas mucoadesivas

de cloxacilina no tratamento da CIB.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Embrapa Gado de Leite (CEUA-EGL), nimero de protocolo CEUA-
EGL N° 02/2012. O trabalho de campo foi realizado na Fazenda
Experimental da Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de
Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil. No estudo foram utilizados 46
bovinos das racas holandés (Bos taurus taurus) e girolanda ( Bos taurus
taurus x Bos taurus indicus) com idade entre 4 a 12 meses. O numero
inicial de animais era de 55 animais, divididos em 3 grupos. Um grupo (n
= 18) tratado com suspensao de cloxacilina nanoestruturada, outro (n =
17) com formulacdo de cloxacillin oleosa e o controle (n = 20), nédo
tratado. Oito animais que ndo apresentaram isolamento do agente durante
todo o experimento foram excluidos das analises. Um animal do grupo
controle também foi excluido por ter sido submetido a tratamento com
antimicrobiano sistémico para tristeza parasitaria bovina. Devido a
exclusdo desses animais 0 nimero de bezerros nos grupos experimentais
foi alterado para 16, 13 e 17, no grupo tratado com a formulacdo
nanoestruturada, no grupo tratado com a formulagéo oleosa e no controle,
respectivamente. Os animais foram divididos em trés grupos,
randomizados, com distribuicdo homogénea quanto ao grau de sangue.
Durante o experimento os bovinos receberam 500g de racdo por dia,

acesso a pastagem de Cynodon dactylon e agua ad libitum.
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Para assegurar que todos os animais se encontravam livres de
infeccdo por Moraxella ssp., 0s bezerros passaram por avaliacdo clinica
segundo Rosemberger e Stober (2008) e por dois exames microbioldgicos
(item 2.4), com intervalo de 15 dias. A coleta de amostras foi realizada
segundo Gould et al. (2013). Apds o trabalho experimental todos os
animais foram submetidos a tratamento sistémico (intramuscular) com
tetraciclina de longa agéo e local com cloxacilina nanoestrutarada, com

objetivo de eliminar o agente dos grupos experimentais.

2.2 Amostra utilizada no desafio e infeccdo experimental

As amostras utilizadas para infeccdo experimental foram
produzidas a partir de amostras de M. bovis provenientes de um surto de
ceratoconjuntivite em outro rebanho. O indculo foi submetido a provas
bioguimicas, tais como testes de Gram, catalase, oxidase e hidréxido de
potassio a 3% (KOH) e também de crescimento em agar MacConkey
(BROWN et al., 1998).

A confirmacdo de M. bovis foi feita por PCR adaptada de
Angelos e Ball (2007). Foram utilizados os iniciadores ISRup (5°-
ACCGACGCTTATCGCAGGTCACTA-3’) e ISRdown (5°-
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT-3’) para amplificacdo da regido
intergénica 16S-23S, com fragmentos de 650pb para M. bovis. A reacdo
da PCR foi realizada em um volume inicial de 20uL, contendo 5SuL do
tampdo, 10umols de cada iniciador, 200uM de cada deoxinucleotideo
trifosfato(dNTP), 1U de DNA Polimerase GoTaq, 1pL de DNA molde

(~50ng) e agua ultrapura. A amplificacdo foi realizada utilizando-se uma
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desnaturacéo inicial por 5 minuto a 94°C, seguida por 35 ciclos de 35s a
94°C, 35s a 62°C, 35s a 72°C e uma extenséo final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram verificados em gel de agarose
a 1% corado com brometo de etidio (0,5ug mL-1) e, posteriormente,
sequenciados utilizando-se o sequenciador automéatico Mega Bace 1000
(AMERSHAN BIOSCIENCES). As sequéncias obtidas foram avaliadas
no programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). As amostras
dos indculos apresentaram 97% de similaridade com M. bovis.

A cepa utilizada na infeccdo experimental foi avaliada tanto para a
cloxacilina convencional quanto nanoestruturada determinando-se a
concentracdo inibitoria minima e, nesse caso, as duas formulagbes se
mostraram efetivas in vitro (GERN et al., 2013).

O procedimento de inducdo experimental foi realizado no dia O,
segundo Gould et al. (2013). Os animais, devidamente contidos,
receberam trés gotas de anestésico local (Cloridrato de Lidocaina 2%) na
superficie ocular. A cdrnea foi escarificada com auxilio do pincel de
cerdas rigidas, realizando movimentos verticais e horizontais na regido
central, adaptado de Gould et al. (2013).

2.3 Formulagdes farmacéuticas e tratamento dos animais

Um grupo (n=16) recebeu a suspensdo de nanoparticulas
mucoadesivas de cloxacilina (MOSQUEIRA; ARAUJO; BRANDAO,
2011). Outro grupo (n=13) recebeu uma formulacdo de cloxacilina em
veiculo oleoso (Miglyol®) e o grupo controle (n=17) ndo recebeu nenhum

tratamento.
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Os animais receberam as formulagfes em duas aplicagbes, com
intervalo de 96 horas entre elas, dia 2 e dia 6, de acordo com as
caracteristicas de liberagdo controlada das nanoparticulas (MOSQUEIRA;
ARAUJO; BRANDAO, 2011). Em cada aplicagdo, no olho afetado, foi
administrado 1mL da formulagdo (350 mg/olho), na forma de colirio
oftdlmico. A amostra de cloxacilina utilizada para a confec¢do das duas
formulagGes foi obtida da mesma partida.

2.4 Exames oculares: clinico e microbiologico

Apos a indugdo do quadro clinico, os animais foram examinados
diariamente e o escore clinico classificado de 1 a 5. Os animais
classificados com grau 1 ndo apresentaram sinais clinicos; grau 2,
apresentaram lacrimejamento e hiperemia; grau 3, ulcera menor que 0,3
cm; grau 4, Ulcera entre 0,3 € 0,6 cm e grau 5, ulcera maior que 0,6 cm
(DAIGNEAULT; GEORGE, 1990). A classificacao dos sinais clinicos foi
realizada por trés médicos veterinarios. Antes do experimento, a doenca
foi induzida em 3 animais sadios com a finalidade de padronizar a
classificacdo dos sinais clinicos pelos avaliadores.

Durante o experimento foram realizadas quatro coletas de material
ocular para diagnostico microbioldgico. A primeira coleta foi realizada
imediatamente antes da inoculacdo — dia 0. As demais coletas foram
realizadas imediatamente antes que a primeira aplicacdo do
antimicrobiano fosse realizada (dia 2), a outra antes da segunda aplicacao
(dia 6). A altima coleta foi feita ao final do experimento, trés dias apds a

segunda aplicacdo das formulacdes (dia 9).
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O material coletado foi semeado em placas de agar sangue ovino
5% e foi enviado ao laboratério de microbiologia e foi mantido na estufa
por 24 a 36 horas a 37°C. As colbnias foram submetidas a avaliacdo
visual quanto & morfologia e presenca de hemolise caracteristica de M.
bovis. Adicionalmente foram realizados testes de Gram, catalase, oxidase
e hidréxido de potassio a 3% (KOH) e também de crescimento em &gar
MacConkey (BROWN et al., 1998).

Os dias 6 e 9 foram utilizados para avaliar o efeito dos tratamentos
tanto sobre a evolugéo clinica como microbiologica, sendo denominados

de primeira e segunda avaliacdo, respectivamente.

2.5 Andlise estatistica

Modelos lineares de regressdo logistica explicativos foram
realizados para os sinais clinicos e para as taxas de positividade dos
exames microbioldgicos. Essas analises foram realizadas utilizando-se o
software EPI Info versdo 3.5.3 (CENTER FOR DESEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2011). As associacOes estatisticas foram avaliadas
pelo teste qui-quadrado ou, quando necessario, pelo exato de Fisher. No
caso de teste exato de Fisher, foi realizado pelo software In silico —
Project suport for the life sciences (IN SILICO, 2014). A medida da
magnitude das associac6es foi determinada pela odds ratio (OR). Quando
as tabelas de contingéncia possuiam zero em alguma casela, a correcéo de
Haldane foi aplicada para estimar um valor aproximado de OR. Esta
correcdo consiste em adicionar o valor 0,5 a cada frequéncia observada

das caselas para tirar a indeterminacédo do valor zero no célculo da OR.
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A relacdo da gravidade das lesdes e a proporcdo de animais de
cada um dos dois grupos tratados em relacdo ao controle foram avaliadas
antes do tratamento propriamente dito e apds o primeiro e segundo
tratamentos por meio do teste de tendéncia de Cochran-Armitage,
utilizando-se para andlise o software XLSTAT (2014). Este teste de
tendéncia é utilizado em ocasifes de amostras pequenas, nas quais €
preferivel medidas exatas.

A possivel associacdo do grau de sangue dos animais com 0S
grupos tratados foi determinada por qui-quadrado, pelo software SAS
(STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE,
2004), verséo 9.1.3. O nivel de significancia considerado em todos 0s

testes estatisticos deste estudo foi de p < 0,05.
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3 RESULTADOS

N&o houve alteracdo dos pardmetros comportamentais e clinicos
com a administracdo da formulacdo nanoestruturada na superficie ocular
dos bovinos. A taxa de inducdo de sinais clinicos foi de 89,9% (49/55).
N&o houve influéncia dos diferentes graus de sangue dos animais com
relacdo aos grupos tratados (p>0,05), confirmando que a selecdo dos
grupos foi homogénea.

Tabela 1 Regressdo logistica linear para permanéncia dos animais
sintomas na primeira avaliacdo, e os valores obtidos pelo Teste
Exato de Fisher, na segunda avaliagio nos grupos que
receberam a formulacdo nanoestruturada, a formulagéo oleosa e

0 controle
Primeira avaliacdo Segunda avaliacéo
Grupo Total Positivos Odds Ratio p- Positivos  Odds
(%) (IC 95%) valor (%) Ratio”
Formulagéo A A
16 2(12,50) 1,00 - 0(0) 1,00
nanoestruturada
Formulagéo 5 6 8
13 6(46,15) 0,002 3(23,70) 11,00
oleosa (0,95-37,74)
. 188(274- c
Controle 17 12 (70,58) 0,010 15(41,17)~ 23,57
102,81)
TOTAL 46 20 (43,47) 0,002 18 (39,13)

As letras maiusculas diferem entre si com p<0,05. SC — animais com sinais clinicos/ IC
— intervalo de confianca.

“Valores de odds ratio aproximados, sem IC 95%, por serem construidos com correcio
de Haldane. Teste exato de Fisher (p = 0,001)
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Com relagdo a reducdo dos sinais clinicos, houve diferenca
significativa entre os grupos tanto na primeira (dia 6) como na segunda
(dia 9) avaliacdes (p<0,05) (Tabela 1). Na primeira avaliagdo, a chance
de os animais do grupo controle permanecerem com sinais clinicos foi 6
vezes maior e do grupo que recebeu a formulacéo oleosa foi de 18,8 vezes
maior, quando comparados ao grupo tratado com a formulagédo
nanoestruturada (Tabela 1). Na segunda avaliacdo, a chance de 0s animais
do grupo controle permanecerem com sinais clinicos foi de 23,57 vezes
maior e do grupo que recebeu a formulacdo oleosa foi de 11 vezes maior,
quando comparados ao grupo tratado com a formula¢do nanoestruturada,
no dia 9 (Tabela 1). Além disso, houve uma tendéncia linear crescente de
permanéncia dos sinais clinicos no sentido grupo tratado com
nanoparticulas, grupo que recebeu a formulacéo oleosa e grupo controle,
respectivamente, tanto na primeira avaliagdo como na segunda (p<0,05).

Na primeira avaliacdo, foi observada reducdo dos sinais clinicos
no grupo que recebeu a formulacdo nanoestruturada. Somente 2 (12,50%)
dos bezerros que faziam parte desse grupo apresentaram sinais clinicos de
CIB (Tabela 1) e foram observados apenas sinais leves como hiperemia e
lacrimejamento (grau 2). No grupo que recebeu a formulagdo oleosa,
46,15% dos animais apresentavam sinais clinicos, no dia 6 (Tabela 1).
Dos animais sintomaticos desse grupo 15,4% (n=2) apresentaram sinais
clinicos moderados (grau 3), 30,7% (n=5) apresentaram sintomatologia
leve (grau 2) e os demais, 53,9% se tornaram assintomaticos. No grupo
controle, 70,58% dos bezerros apresentavam sinais clinicos (Tabela 1),
sendo que 26,52% desses apresentavam ulceras (grau 3 e 4), também no
dia 6.
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Na segunda avaliagdo, dentre os animais tratados com a
formulacdo nanoestruturada, nenhum apresentou sinais clinicos
(Tabelal). No grupo tratado com a formulagdo oleosa havia ainda trés
animais sintomaticos (23,7%) sendo que um deles ainda apresentava uma
pequena Ulcera (grau 3). Alguns bezerros do grupo controle 41,17% (n=7)
apresentavam sintomas compativeis com a CIB (Tabela 1), sendo dois
deles com ulceras entre 0,3 e 0,6 cm (grau 4), no dia 9.

A comparagdo da tendéncia de evolugdo da gravidade dos sinais
entre individuos do grupo que recebeu a formulacdo nanoestruturada e
controle apresentou 0s seguintes resultados: i) antes da primeira
avaliacdo, houve uma tendéncia linear direta e significativa (p =0,037)
entre aumento do escore de gravidade clinica e a proporcao de individuos
do grupo destinado a receber a formula¢do nanoestrururada em relacao

aos do controle (Tabela 2, Figura 1).

Tabela 2 Proporcdo de animais destinados ao tratamento com formulacao
nanoestruturada por escore de gravidade dos sinais clinicos,
antes do primeiro tratamento

Escores Nano Controle Total Proporcoes
1 4 6 10 0,400
2 5 7 12 0,417
3 7 2 9 0,778
4 2 0 2 1,000

Total 18 15 33 1,000
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Figural Relacdo direta entre aumento dos escores clinicos de gravidade
e proporcbes de animais destinados ao tratamento com
formulagéo nanoestruturada, antes do primeiro tratamento.

i) Na primeira avaliacdo, esta tendéncia se inverteu para inversa e
significativa (p=0,001) entre o aumento do escore das lesbes e a
proporcdo de individuos do grupo tratado com a formulagédo

nanoestruturada em relacdo aos do controle (Tabela 3, Figura 2).

Tabela 3 Proporcdo de animais tratados com formulagdo nanoestruturada
por escore de gravidade dos sinais clinicos, apés o primeiro

tratamento
Escores Nano Controle Total Proporc¢oes
1 15 4 19 0,789
2 3 7 10 0,300
3 0 4 4 0,000

Total 18 15 33 1,000
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Figura 2 Relacdo direta entre aumento dos escores clinicos de gravidade
e proporcdes de animais tratados com formulagdo
nanoestruturada, apos o primeiro tratamento

iii) Na segunda avaliacdo, a tendéncia inversa significativa (p =
0,007) permaneceu, sendo que a medida que aumentava 0 escore de
gravidade a proporcdo de individuos do grupo submetido a formulacéo

nanoestruturada diminuia em relacdo aos do controle (Tabela 4, Figura 3).

Tabela 4 Proporcdo de animais tratados com formulacdo nanoestruturada por
escore de gravidade dos sinais clinicos, apds o segundo tratamento

Escores Nano Controle Total Proporcoes
1 16 10 26 0,615
2 0 5 5 0,000
3 0 2 2 0,000

Total 18 15 33 1,000
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Figura 3 Relacdo direta entre aumento dos escores clinicos de gravidade
e proporcdes de animais tratados com formulagdo
nanoestruturada, apos o segundo tratamento

Por outro lado, a comparacdo da tendéncia de evolucdo da
gravidade dos sinais clinicos entre individuos do grupo tratado com a
formulacédo oleosa e controle apresentou 0s seguintes resultados: i) Antes
da primeira avaliacdo, houve uma tendéncia linear direta significativa (p
< 0,001) entre o escore das lesbes e a proporcao de individuos do grupo
convencional em relacdo ao controle. ii) Apds a primeira avaliacdo, esta
tendéncia modificou-se mas ndo se verificou uma linear inversa
significativa (p=0,23) entre 0 aumento do escore de gravidade e a
proporcdo de individuos do grupo convencional, em comparacdo ao
controle. iii) Na segunda avaliacdo, a modificacdo da tendéncia anterior
ao primeiro tratamento modificou-se, mas continuou nao sendo detectada
uma relacdo direta significativa (p = 0,18) entre aumento do escore de
gravidade e as propor¢des de individuos do grupo convencional em

comparacéo ao controle.



Tabela5 Regressao logistica linear para permanéncia de positividade ao exame microbioldgico, nos grupos que
receberam a formulacdo nanoestruturada, a formulacdo oleosa e o controle, na primeira e na segunda avaliacéo

Primeira avaliacdo

Segunda avaliacéo

Grupo Total Positivos (%6) Odds Ratio p-valor Positivos (%) Odds Ratio p-valor
(1C 95%) (1C 95%)
Formulacio 16 13 (81,3)" 1,00 - 7 (43,8)* 1,00 -
nanoestruturada
Formulacio oleosa 13 11 (84,6)" 1,26 0,85 10 (76,9)* 4,28 0,07
(0,17-9,02) (0,84-21,76)
Controle 17 15 (88,2)* 1,73 0,57 15 (88,2)® 9,64 0,012
(0,24-12,00) (1,63-56,91
TOTAL 46 39 (84,7) 0,85 32 (69,5) 0,016

As letras maiusculas diferem entre si com p<0,05. IC — intervalo de confianca.

19
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Com relagdo a positividade microbioldgica (persisténcia do agente
na superficie ocular): i) na primeira avaliacdo ndo foi possivel verificar
diferencas significativas entre os grupos (p>0,05) (Tabela 5); ii) na
segunda avaliacdo, houve diferencas significativas entre o grupo que
recebeu a formulagdo nanoestruturada e controle (p=0,012), valores
préximos da significancia (p = 0,07) entre o grupo tratado com a
formulacdo oleosa e o tratado com as nanoparticulas, mas diferenca
significativa ndo foi detectada quando se comparou o grupo tratado com a
formulacéo oleosa e o controle (p = 0,41).

Na segunda avaliagdo, houve uma tendéncia linear crescente de
persisténcia de positividade microbioldgica (p = 0,0108) no sentido do
grupo que recebeu as nanoparticulas, grupo tratado com a formulacéo
oleosa e grupo controle, respectivamente. A chance de persisténcia de
animais positivos no grupo controle foi de 9,64 (IC 95% 1,63-56,91)
vezes a do grupo tratado com a formulagdo nanoestruturada (p=0,012).

Dos 16 animais positivos na analise microbioldgica no grupo que
recebeu a formulacdo nanoestruturada, 81,3% (n =13) apresentaram
isolamento do agente da superficie ocular, na primeira avaliacdo (Tabela
5), 18,75% dos animais (n=3) foram diagnosticados como negativos e
permaneceram negativos e assintomaticos até o fim do experimento. Onze
animais que compunham o grupo que recebeu a formulacdo oleosa
(84,60%) permaneceram positivos no exame microbioldgico apos a
primeira aplicacdo (Tabela 5). Os bezerros desse grupo que se tornaram
negativos no exame microbiolégico permaneceram negativos até o fim do
experimento, foi observada também a cura clinica deles. No grupo

controle, 88,2% (n=15) dos animais permaneceram positivos (Tabela 5),
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dois se tornaram negativos (11,8%) pelo isolamento microbioldgico,
também no dia 6.

No grupo tratado com a formulagdo nanoestruturada, 43,8% dos
animais ainda apresentavam o agente na superficie ocular de acordo com
0 exame microbiol6gico (Tabela 5), na segunda avaliacdo. No grupo que
recebeu a formulagdo oleosa, 76,5% dos bezerros foram positivos no
isolamento do agente da superficie ocular. J& no grupo controle, 88,2%

ainda apresentavam M. bovis na superficie ocular, também no dia 9.
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4 DISCUSSAO

Observou-se uma maior taxa de cura clinica no grupo tratado com
0 medicamento nanoestruturado, o que sugere uma melhor efetividade
dessa formulagdo na superficie ocular, considerando-se que as duas
formulagbes apresentavam a mesma concentracdo de cloxacilina. E
possivel inferir que essa diferenca é devida ao poder adesivo das
nanoparticulas na mucosa ocular permitindo que o farmaco permaneca na
camada estaciondria de lagrima por tempo mais prolongado,
corroborando com Sosnik, Neves e Sarmento (2014) e Sultana et al.
(2011). A capacidade de adesdo € devida a atracdo eletrostatica que
ocorre entre o &cido sialico presente na camada de mucina da superficie
ocular, que apresenta carga negativa, e as nanoparticulas catibnicas
utilizadas. Soma-se a isso, a possibilidade de liberacdo sustentada do
farmaco proporcionada pelo polimero que forma a parede desse
nanocarreador (MOSQUEIRA; ARAUJO; BRANDAO, 2011).

Os resultados sugerem, por outro lado, que somente uma aplicacéo
ndo tenha sido suficiente para eliminacdo do agente da superficie ocular
nessas condicdes, ja que ndao houve uma reducdo significativa do nimero
de isolamentos de M. bovis da superficie ocular entre os trés grupos
testados na primeira avaliagdo. Provavelmente, ndo foi possivel atingir a
concentracdo inibitéria constante necessaria para eliminacdo do agente.
Outro fator a ser considerado ¢ a capacidade de formacdo de biofilme por
M. bovis, 0 que pode influenciar na efetividade dos farmacos na
superficie ocular (PRIETO et al., 2013).



65

Entretanto, na segunda avaliacdo a formulagdo nanoestruturada
mucoadesiva se mostrou significativamente mais eficaz na reducdo da
carga microbiana e dos sinais clinicos quando comparada ao grupo
controle. Assim, pode-se inferir que, ap6s a segunda aplicacdo, foi
possivel obter concentragdo inibitria minima por tempo suficiente para a
eliminacdo do agente na superficie ocular de grande parte dos animais
que receberam a formulacdo nanoestruturada. Portanto, um dos grandes
inconvenientes do tratamento topico, que é a necessidade de intenso
manejo para realizacdo de varias aplicagdes, foi reduzido com a nova
metodologia de tratamento. Com a utilizacdo dessa nova formulacdo de
cloxacilina foi possivel eliminar os sinais clinicos de todos os animais
com poucas aplicacdes (duas), semelhante aos achados de Chandasana et
al. (2014) e Leonardi et al. (2015).

A cura clinica é importante, no entanto, presenca do agente na
superficie ocular de animais que ndo tiveram sinais clinicos ou que ja se
recuperaram clinicamente tem um grande impacto no controle da doenca,
uma vez que atuam como mantenedores do agente no rebanho
(CONCEICAO; TURNES, 2003). Vale ressaltar a importancia do teste
microbiolégico para determinar a presenca ou auséncia de M. bovis na
superficie ocular, ndo s6 para selecionar animais experimentalmente
como para monitorar a presenca do agente no rebanho ou apos realizacao
de tratamento. E possivel isolar M. bovis tanto de animais sadios que n3o
apresentaram a doenca clinica, quanto de animais que se recuperaram da
doenca (CONCEICAO; TURNES, 2003). Alexander (2010) reforca a
necessidade da realizacdo de exames oculares via swab para determinar a

presenca do agente, para diagnostico diferencial e definicdo do tratamento
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a ser adotado. No entanto, somente um resultado ndo é suficiente para
determinar se o animal possui ou ndo o microrganismo na superficie
ocular, sendo necessarios pelo menos dois diagnodsticos negativos
consecutivos (GOULD et al., 2013), o que muitas vezes fica inviavel na
rotina clinica (ALEXANDER, 2010).

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre 0s grupos
tratados com relacdo ao isolamento do agente, mais da metade dos
animais (76,9%) que receberam a formulagdo oleosa ainda estavam
infectados, na avaliacdo apds o segundo tratamento. Vale ressaltar que
houve forte tendéncia de reducdo do escore da gravidade das lesbes
clinicas no grupo tratado com o medicamento nanoestruturado em relagdo
aos demais grupos.

Os resultados indicam que o tratamento com a formulacdo oleosa
se mostrou menos efetivo no combate a CIB, quando comparado ao grupo
tratado com a formulacdo nanoestruturada. Por sua vez, Daigneault e
George (1990) e George, Keefe e Daigneault (1989) comprovaram a
eficadcia da utilizacdo da cloxacilina solubilizada em 6leo mineral, na
mesma concentracdo utilizada no presente trabalho e observaram a cura
clinica dos animais. Diferengas como estacdo do ano, luminosidade,
manejo (WEBBER; SELBY, 1981), pela estirpe bacteriana e sua
susceptibilidade antimicrobiana (CONCEICAO et al., 2004) e variacoes
no protocolo de tratamento (DAIGNEAULT; GEORGE, 1990) podem
influenciar os resultados de pesquisas em nivel de campo.

A efetividade das nanoparticulas mucoadesivas de cloxacilina,
formulacdo de carater inovador para o tratamento da CIB, evidencia o

potencial terapéutico da utilizacdo de nanocarreadores. Estudos
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complementares, tais como relacdo dose/resposta, S80 necessarios para
verificar o limiar terapéutico dessa formulacdo em afec¢des oculares de

bovinos.
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5 CONCLUSAO

O tratamento da ceratoconjuntivite infecciosa bovina é um desafio
devido aos inconvenientes de cada via de aplicacdo. A utilizacdo de
nanoparticulas poliméricas mucoadesivas conferiu ganhos terapéuticos,
promovendo recuperacdo mais rapida dos sinais clinicos e melhoria na
taxa de cura microbiolégica. Assim, 0 uso desses nanocarreadores pode
ser uma alternativa inovadora capaz de contornar as dificuldades na

terapéutica dessa afeccao.
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Clinical potential of mucoadhesive cloxacillin nanoparticles in the

treatment of infectious bovine keratoconjunctivitis

ABSTRACT

The infectious bovine keratoconjunctivitis (IBK) is an important
ocular disease that attacks oxen all over the world. The use of injectable
drugs in its treatment often present systemic effects and can leave
residues in milk and meat. The topical application culminates in low
systemic concentrations of the active principal and, on the other hand, is
often precluded by handling difficulty, since many applications are
required to reach a sufficient and constant concentration of antimicrobials
for the elimination of the agent. In light of this, this work aimed at
evaluating the efficiency of mucoadhesive cloaxillin nanoparticles, an
innovative formulation for treating IBK. The disease was experimentally
induced in 46 animals, both pure and crossbred, homogeneously divided
into 3 groups. One group (n = 16) was treated with a suspension of
cloxacillin nanoparticles, another (n = 13) received an oil based
cloxacillin formulation and the control (n = 17) was not treated. The
animals received 1 ml of the formulations, in the form of eye drops, in
two applications with interval of 4 days between each. The animals
underwent clinical evaluations and ocular microbiological exams. We
observed a pronounced reduction of the clinical signs in the group
receiving the nanostructured formulation when compared to the
remaining groups (p < 0.05) after the first and second applications, days 6
and 9, respectively. Regarding the isolation of the agent, there was no
significant difference in the comparison of the groups treated after the
first (p = 0.85) and second (p = 0.07) treatment, however, there was
significant difference between the group treated with the nanostructured
formulation and the control (p = 0.012). The results indicate that the
nanostructured formulation was more effective in reducing clinical signs
and bacterial load when compared to the remaining groups.

Keywords: Pinkeye. Mucoadhesive nanoparticles. Cloxacillin.
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APENDICE

APENDICE A - Material Suplementar
Controle do processo de sintese das nanoparticulas

Metodologia
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A distribuicdo de tamanho das particulas e o potencial Zeta foram
determinados por Espalhamento dindmico de luz (DLS), com o auxilio do
equipamento Nanosetasizer (Malvern Instruments- Malvern, England).

As analises foram realizadas em duplicata, para cada amostra, com
suspensdes de 1,5 mL de nanoparticulas, acondicionadas em cubeta
apropriada (DTS1060, Malvern Instruments- Malvern, England). A
temperatura de analise foi de 25°C e o equipamento foi calibrado para

realizar dez mensurac6es por analise.

Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A andlise de microscopia de forca atomica (AFM) foi realizada em
uma AFM NanoSurf (NanoSurf, Suica) com controlador modelo
Easyscan 2. Para tanto, amostras das nanocapsulas foram depositadas

sobre uma superficie de mica e secas em um dessecador de borosilicato
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contendo silica gel. Para o processo de varredura foi utilizada uma
ponteira Tap 190 Al-G (BudgetSensor, Bulgaria) em médulo ndo contato,
com os parametros: Time/line 1/s; setpoint 54%; amplitude 200mV; e
area de escaneamento de 25/25 micrémetros.

Resultados

Para controle do processo de sintese das nanoparticulas a
formulacdo nanoestruturada foi analizada por espalhamento dinamico de
luz (DLS) (Figura 4) e por microscopia de forca atdmica (AFM) (Figura
5). Quando as nanoparticulas foram analisadas por DLS identificou-se
que a maioria das particulas variou de tamanho entre 342 e 450nm. O
potencial zeta, medida que reflete o potencial elétrico da superficie das
particulas, obtido foi de 21,53mV, 0 que caracteriza as particulas como
catibnicas. Essa caracteristica favorece a interacdo eletrostatica atrativa
entre a nanoparticula com balango de carga positiva e a mucina (aniénica)

da superficie ocular.
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Figura 4. Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas mucoadesivas de
cloxacilina, determinados pela técnica de epalhamento dinamico de luz
(DLS)

Ao analisar a topografia das nanoparticulas depositadas sobre a
mica pela AFM, pode-se observar que o material particulado apresentou
caracteristicas compativeis com estruturas esféricas e com altura (i.e.

didmetro) variando entre 280 a 600nm, (Figura 5) corroborando com as

analises por DLS.
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Figura 5. Anadlise topografica de um agregado de nanoparticulas
mucoadesivas de cloxacilina, que variam de 280 a 600nm, obtida por
microscopia de forca atdmica.

Avaliacao dos sinais clinicos
Os animais passaram por exames clinicos diarios e de acordo com
0 grau de sintomatologia foram classificados de 1 a 5, como
exemplificado abaixo. Os animais classificados com grau 1 ndo
apresentaram sinais clinicos; grau 2, apresentaram lacrimejamento e
hiperemia; grau 3, tlcera menor que 0,3 cm; grau 4, Ulcera entre 0,3 e 0,6
cm e grau 5, Ulcera maior que 0,6 cm, adaptado de Daigneault e George

(1990).
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Figura 6. Imagem ilustrativa do padrdo de classificacdo dos sinais clinicos
adotados no trabalho experimental. A - grau 1, sem sinais clinicos; B -
grau 2, lacrimejamento e hiperemia; C - grau 3, ulcera menor que 0,3 cm;
D - grau 4, ulcera entre 0,3 e 0,6 cm e grau 5, E - ulcera maior que 0,6
cm.



