60

VI Encontro de Iniciagao Cientifica...

Avaliacao de ferramenta
nanotecnolodgica para o
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— dados preliminares
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A Linfadenite Caseosa (LC) € uma doenga de pequenos ruminantes
causada por Corynebacterium pseudotuberculosis. O agente e
resistente a fagocitose, replicando-se dentro de macrofagos e
formando abscessos de dificil tratamento com antibioticos. Trabalhos
tem avaliado nanoparticulas como facilitadoras da entrega de
farmacos em regioes nao alcancadas convencionalmente. A Embrapa
Gado de Leite tem desenvolvido nanoparticulas de cloxacilina para
tratamento de mastite por Staphylococcus e diante dos resultados
obtidos, iniciou-se experimento piloto com sua utilizagao na LC. O
objetivo foi avaliar a eficacia deste antibidético no tratamento in vitro
de macrofagos infectados com C. pseudotuberculosis. A concentracao
inibitoria minima (CIM) de cloxacilina sodica foi determinada pelo
metodo de macrodiluicao em cepas provenientes de animais
naturalmente infectados. Os leucocitos foram isolados de sangue
ovino por meio de centrifugacoes e lise com cloreto de amonio. As
celulas foram lavadas com PBS 1X, centrifugadas e ressuspendidas
em RPMI (5% de soro fetal bovino). Foram adicionados 500 yL dessa
suspensao (25000 macrofagos/pogo) nos testes 1 e 2, e as placas
incubadas a 37°C, com 5% de CO2, por 48h. O inoculo bacteriano foi
obtido em caldo BHI a 37°C por 24 h, ajustado em espectrofotometro
a 107 UFC/mL e 25pL foram transferidos para os pogos MB e MBN. No
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terceiro teste dobrou-se a quantidade de macrofagos/pogo (50.000)

e bacterias/pogo (500.000) mantendo proporcao 10 UFC/macrofago.
As celulas foram infectadas por 4 h e tratadas com as nanoparticulas
por 18-24 h Na sequéncia realizou-se contagem das bactérias do
sobrenadante, lavaram-se os pogcos e descolaram-se as celulas com
tripsina-EDTA. Uma aliquota foi utilizada para a contagem celular e a
outra lisada por trés ciclos de congelamento-descongelamento para
contagem das bacterias intracelulares. A CIM foi de 8 ug/mL para a
cloxacilina sodica, mas utilizou-se 4 uyg/mL para as nanoparticulas nao
sobrecarregarem os pogcos. Nao houve efeito bactericida na maior
concentracao (256 pg/mL). Os dados preliminares foram promissores,
visto que a viabilidade dos macrofagos nos dois testes foi maior no
poco tratado com nanoparticulas (MBN) que no nao tratado (MB) -
Teste 1: MBN 25.250 x MB 15.750 macrofagos; Teste 2: MBN 27.500 x
MB 10.000 macrofagos. Alem disso, houve reducao de 89 a 100% da
contagem bacteriana pelo antibiotico. No terceiro teste, os pocos MB e
MBN apresentaram crescimento bacteriano intenso, demonstrando a
necessidade de se manter o limite da infeccao em 250.000 UFC/poco.
As contagens de macrofagos oscilaram nas réplicas, sendo o proximo
passo otimizar o protocolo de cultivo e descolamento dos macrofagos
em placas nao tratadas para cultivo celular.
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