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Resumo

Os tratamentos para mastite caprina nem sempre sdo bem sucedidos e novas terapias devem ser testadas afim
de melhorar o controle dessa afecgdio, que altera a composi¢do do leite e diminui a sua qualidade. Nesse
estudo avaliamos o tecido glandular de cabras em lactagdo com o objetivo de verificar a biodistribui¢do de
nanoparticulas de quitosana. Glandulas mamérias de quatro cabras em lactagdo foram retiradas 48h apos a
administragio intramamaria de uma solugdio contendo nanoparticulas de quitosana marcadas com
fluoresceina. Foram realizados cortes histélogicos das glandulas para observacio da presenga de
fluorescéncia, 0 que é um indicativo da presenga da nanoparticula. Os resultados mostraram uma ampla
distribuicdio da fluorescéncia tanto nos tecidos normais como naqueles com processo infeccioso, indicando
que as nanoparticulas se difundiram por todo o tecido mamario, atingindo areas mais dorsais da glandula e o
interior de abcessos. Isso mostra que 48h apds a aplicagdo, as nanoparticulas se difundiram por todo o tecido
mamério e podem, potencialmente, ser utilizadas em formulagdes intramamérias para essa espécie.
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Em rebanhos caprinos, entre o0s principais
agentes isolados em leite oriundos de animais com
infecgbes intramamarias estdo o Streptococcus
agalactiae e o Staphylococcus aureus [2], mas
muitos outros agentes podem também estar
envolvidos, como estafilococos coagulase negativa,
micoplasmas e até agentes ambientais, como

Introducio

A mamite é um dos principais fatores que
interferem na composi¢do do leite. Infecgdes
intramamédrias provocam diminuigdo na produgio
de leite e promovem grandes aumentos da contagem
de células somaticas e da concentragdo de

compostos originados do plasma sanguineo no leite
(acidos graxos livres, cloretos e proteinas
plasméticas), além da diminui¢do de produtos
sintetizados pela prépria glandula, principalmente
caseinas ¢ lactose [1]. Essas alteragdes diminuem a
qualidade do leite caprino como alimento e como
matéria prima para a industria de lacteos, causando
grandes prejuizos para a cadeia produtiva e riscos
para a saude publica.

coliformes [3] o provocadas pelo S. aureus,
estreptococos, enterobactérias e  Actinomyces
pyogenes [2].

Animais que apresentam mamite aguda devem
ser tratados com rapidez para evitar a perda da
capacidade funcional da glandula afetada e até a
morte do animal. Contudo, alguns autores ndo
recomendam o tratamento da mastite subclinica em
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caprinos, pois o tratamento muitas vezes ndo
alcanga o sucesso esperado [4] e o problema torna-
se cronico, com recidivas frequentes.

Novas terapias tem sido desenvolvidos para
prevenir e tratar as mamites bovinas e é possivel
que essas terapias também possam ser usadas no
tratamento e controle de infecgdes intra-mamarias
em caprinos. Nesse estudo, o objetivo foi avaliar,
em glindulas mamédrias de cabras em lactagdo, a
distribuicio de nanoparticulas com potencial uso
para carreador de antibidticos em tecido sadio ou
com infecg@o natural.

Material e métodos

A quitosana complexada com a fluoresceina
isotiocianato (FITC) foi obtida a partir de 100 mg
de FITC solubilizada em 150 mL de metanol
desidratado ao qual foi adicionado 100 mL de
quitosana a 1% em 0,1 M CH3;COOH. Apos trés
horas de reagdo em ambiente escuro, a quitosana
foi precipitada por elevagdo do pH. Para remogao de
FITC livre, o precipitado foi submetido a ciclos
repetidos de lavagem e centrifugagdo (40.000 G
durante 10 min) até que a auséncia de fluorescéncia
no sobrenadante (NanoDrop Spectrometer Thermo
Scientific). A quitosana-FITC apds solubilizagio
em 80 mL de 0,1 M CH;COOH foi entdo dialisada
durante tré dias em ambiente escuro sobre 5L de
dgua destilada na &dgua destilada, com agua
substituida diariamente [5].

As nanoparticulas foram preparadas pelo
método de Geleificagdo lonotropica. Para isso,
seguiu-se a proporgdo de 2 mL de uma solugdo de
TPP contendo cloreto de sédio em 4 mL de uma
solugdo de quitosana (4 mg/mL, Acido Acético 1%)
sob agitagdo magnética [6,7]. Em seguida as
nanoparticulas foram secas por liofilizacdo e,
posteriormente caracterizadas através do tamanho
de particula e potencial zeta (Zetasizer NANO ZS,
Malvern Instruments Limited).

A parte animal foi conduzida com quatro cabras
multiparas em lactagdo. O estado sanitario de cada
antimero mamdrio foi determinado por intermédio
de isolamentos bacteriano em duplicata [8,9].

Uma cabra sd ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento (controle negativo), enquanto que as
demais receberam, nas duas glandulas, uma injegéo
intramamaria de 300 mg de nanoparticulas de
quitosana-FITC.

Os animais foram abatidos 48h apos a aplicagdo
de nanoparticulas para retirada da glandula
mamédria. Amostras de tecido glandular foram
coletadas 5, 10 ¢ 15¢m a partir da base do teto para
o preparo de cortes histologicos em um micrétomo

de congelamento (HYRAX-25, Carl Zeiss) e
subsequente avaliagio de fluorescéncia por
microscopia (Axioplan I Carl Zeiss).

Resultados e discussio

As nanoparticulas de quitosana apresentaram-se
catidnicas, com potencial Zeta +23,5 mV, em pH
7,2. O tamanho médio das particulas foi de 220,2
nm.

Nos antimeros mamarios infectados foram
isolados Actinomyces pyogenes (01),
Staphylococcus  coagulase negativo (02) e

Staphylococcus aureus (01). Os demais antimeros
estavam saudaveis.

Qualitativamente, foi identificado que as
nanoparticulas cationicas se distribuiram até as
partes dorsais das glandulas mamarias, tanto em
glandulas sauddveis quanto nas infectadas, sendo
evidenciada pelo aumento da fluorescéncia,
principalmente nos ductos glandulares.

Na fig. 1, obtida por microscopia, podemos
observar um abcesso no apice glandular, causado
por A. pyogenes. No campo claro (fig. 1 A), estdo
evidenciados um ducto galactéforo (seta de
espessura intermedidria), tecido conjuntivo fibroso
(seta grossa) e extenso infiltrado inflamatério (seta
fina). Quando exposto a fluorescéncia, observa-se
marcante flourescéncia no ducto galactoforo e na
regidio rica em infiltrado inflamatério (fig. 1 B).

Figura 1 A. Microscopia de campo claro de
microabscesso glandular, B. Microscopia de
fluorescéncia de microabscesso glandular.

A elevada intensidade de fluorescéncia no ducto
galactoforo justifica-se por esta estrutura estar
intimamente ligada a cisterna glandular, local de
deposigdo das nanoparticulas. Abscessos por serem
revestidos de tecido conjuntivo e possuirem rico
infiltrado inflamatério dificultam a elevacdo da
concentragdo de antibiotico nesse compartimento
[10]. A elevada fluorescéncia na regido rica em
células inflamatérias indica o direcionamento das
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nanoparticulas para esse compartimento biolégico,
o que pode ser justificado pelo carater cationico da
nanoparticula, que favorece sua fagocitose [11].

Conclusdes

Nanoparticulas de quitosana apresentam
biodistribui¢io semelhante, tanto em glandulas
saudaveis quanto em glandulas com mastite.
Adicionalmente foi identificado o direcionamento
das nanoparticulas para regides onde normalmente
antibidticos ~ convencionais  possuem  acesso
limitado, o que pode favorecer seu uso como
carreador de farmacos para o tratamento da mastite.
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