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Resumo
O interesse em produtos naturais para produgdo de nanoparticulas aumenta
consideravelmente a cada ano, principalmente, no campo biomédico devido a suas
caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Neste contexto, a propolis
despertou atengiio por suas caracteristicas farmacologicas e por ndo ser um material
estranho para a populagio. O objetivo desse trabalho foi nanoestruturar o extrato da
propolis e avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de propolis com
diferentes tamanhos. Pode-se observar a formagdo de nanoparticulas de propolis € um
discreto aumento de sua atividade antimicrobiana em fungdo da redugdo de seu

tamanho.

Palavras-chave: nanoparticulas, propolis, antimicrobiano

Introducio

Materiais e métodos

A manipulag¢do de materiais em nanoescala
¢ de grande interesse para diversas dreas do
conhecimento, em especial as associadas a industria
de alimentos, biomédicos e cosméticos [1].

Materiais nanoestruturados podem
apresentar novas caracteristicas como, por exemplo,
melhor biodistribuigdo e maior atividade biologica,
[2]. Neste contexto, o uso de produtos naturais
como alternativa para a confecgdo de nanomateriais
da 4rea biomédica ganhou destaque, basicamente
por suas caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade [1].

Como uma alternativa de material natural
para nanoestruturagiio, nossa equipe, identificou a
propolis como de grande potencial, basicamente por
suas reconhecidas agdes farmacologicas e
tradicional uso na medicina popular e fitoterdpica
humana e animal. Nesse contexto, o presente estudo
objetivou produzir e avaliar a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de prapolis.
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De acordo com metodologia previamente
descrita por Branddo e colaboradores [3], foram
produzidas nanoparticulas com dois tamanhos. No
primeiro tratamento, preparou-se extrato alcodlico
de propolis em concentragdo de 2,75% (m/v),
enquanto que no segundo tratamento as particulas
foram preparada a partir de um extrato alcodlico de
prépolis na concentragdo de 0,5% (m/v), ambos os
tratamentos foram previamente filtrados em filtros
de nylon de 0,22 micrometros.

Em seguida, separadamente, gotejou-se
lentamente 1 mL do extrato da propolis em 5 mL de
uma solugdo aquosa de dlcool polivinilico a 0,3%
(m/v) sob agitacio constante de 600 rpm por 15
minutos a 35°C.

O tamanho médio. o indice de polidispersio
e o potencial Zeta das nanoparticulas formadas nos
dois  tratamentos foram  determinados por
espalhamento de luz dindmico (Zetasizer NANO
ZS, Malvern Instruments Limited).
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As concentragdes de propolis nas duas
formulagdes foram ajustadas para 2048 pg/mL e o
efeito bactericida foi determinado in vitro contra
amostras de Staphylococcus aureaus (estirpe
ATCC23273) cultivadas em caldo Mueller Hinton.

Resultados e discussio

As nanoparticulas produzidas no primeiro
tratamento  (2,75% m/v) apresentaram didmetro
médio de 380,4 nm, indice e polidispersio de 0,197
e potencial Zeta de -22,9mV. Por sua vez, o
segundo tratamento (0,5% m/v), apresentou
particulas com didmetro médio de 380,4 nm, indice
de polidispersdo de 0,065 e potencial Zeta = -38,3
mV.

A diferenga no tamanho das particulas pode
ser atribuida 4 concentragdo da prépolis no extrato
alcodlico, que com o aumento da matéria seca
também tem sua viscosidade aumentada e sua
relagio  solvente/propolis  modificada.  Em
viscosidades mais elevadas, o processo de migracio
do solvente para o contra solvente ¢ mais lento e,
por consequéncia “fragmentag¢do” do solvente para
a fase aquosa ¢ menos intensa, formando portanto
particulas maiores.

As nanoparticulas de prépolis com menor
didmetro apresentaram atividade antibacteriana
discretamente superior quando comparadas as
maiores, necessitando respectivamente de 256
pg/mL e 512 pg/mL de nanoparticulas para inibir o
crescimento de amostra de Staphylococcus aureus,
ATCC23273 (tabela 1).

Tabela 1: Eficiéncia bactericida (Staphylococcus
aureaus, estirpe ATCC23273) de suspensdo aquosa
de nanoparticulas de propolis com didmetro médio
de 380,4 nm e 250 nm.

Diluigoes (pg/ Crescimento de
mlL) Staphylococcus aureaus
NP 380,4 nm NP 250 nm

32 + +
64 + +
128 + +
256 + -
512 - -
1024 - -
2048 - -

N-P = nunopuarticula

Possivelmente, a diferenca na atividade
antimicrobiana entre os tratamento pode ser
atribuida a mudangas na relagdo area/superficie [4],
nessas condigdes particulas menores podem
apresentar uma 4rea de contato superior com as

bactérias e, por isso, 0s componentes ativos da
prépolis atuar de forma mais intensa sobre as
bactérias no meio de cultura. Entretanto a redugdo
de um tnico fator de diluigdo ¢ apenas um
indicativo de maior atividade, demandando,
portanto, uma redugdo ainda maior no tamanho das
particulas para se confirmar tal hipétese.

Conclusdes
Conseguiu-se com  sucesso  produzir
nanoparticulas de propolis, adicionalmente, a

redugdo de tamanho indica ser possivel aumentar a
sua atividade antimicrobiana, todavia mais estudos
sio necessarios para confirmar essa hipotese.
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Resumo

A mastite figura como uma das doengas que mais causam prejuizo econdmicos em
rebanhos leiteiros. Seu tratamento consiste de antibioticoterapia pela via parenteral ou
intramamdria, sendo esta mais eficiente. Entretanto, os casos de insucesso terapéutico
sdo frequentes. Para contornar esta limitagdo, este trabalho objetivou avaliar o potencial
uso de uma formulagdo nanoestruturada de antibidtico para o tratamento da mastite de
bovinos leiteiros. Para tanto, doze quartos mamarios de vacas na fase de secagem foram
tratados com 600mg de cloxacilina nanoestrutara pela via intramamdria. A formulagio
apresentou tanto efeito curativo nos quartos mamadrios infectados, quanto efeito
preventivo nos saudaveis, indicando, portanto, seu uso promissor para o controle dessa

infecgio.

Palavras-chave: Mastite, bovino, nanoparticulas, cloxacilina

Introducio

A mastite bovina provoca perdas econdmicas
em todos os segmentos da cadeia produtiva do leite,
reduzindo a produtividade, aumentando o custo de
produgdo, o nimero de células somdticas e
diminuindo a qualidade do leite [1]. Dentro de um
sistema produtivo, tais consequéncias resultam em
menor remuneragdo, decorrente em parte, dos
sistemas atuais de pagamento adotados pela maioria
das empresas compradoras [2]. Em adigdo, as
alteragdes fisico-quimicas do leite proveniente de
animais com mastite, provocam queda de
rendimento industrial, problemas de processamento
e produtos industrializados mais instaveis e de pior
qualidade [2].

Uma gama muito grande de micro-organismos
pode causar mastite, mas pela frequéncia com que

sio  isolados, o  Streptococcus  agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli sio
considerados os mais importantes [3].

Para o tratamento e para a prevengdo de novas
infecgdes por esses patogenos ¢ preconizada a
terapia de vaca seca, que consiste na infusdo
intramamédria de formulagdes de longa agdo
contendo antibiotico no momento da secagem (i.e.
45-60 dias antes do parto). Todavia, recidivas sio
frequentes apds a terapia, principalmente quando os
patogenos conseguem se subcompartimentalizar no
interior de abscessos, células epiteliais, células
fagocitarias, alvéolos e ductos obstruidos por
codagulos, os quais dificultam a difusdo do
antibidtico[1].

No intuito de contornar tal limitagdo, nossa
equipe desenvolveu uma formulagdo intramamaria
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contendo nanocapsulas capazes de direcionar o
antibidtico para a superficie do epitélio glandular e
para o interior de células fagocitarias.

Neste contexto, objetivou-se avaliar
clinicamente o uso intramamério de nanocapsulas
contendo cloxacilina para o tratamento de vacas
contendo quartos mamarios sadios e naturalmente
infectados com patdgenos causadores de mastite.

Material e métodos

Nanocapsulas contendo cloxacilina foram
preparadas pela técnica de deposigdo interfacial de
polimero pré-formado, seguida de evaporagio do
solvente, segundo metodologia previamente descrita
por [4].

O tamanho médio e indice de polidispersdo
(IPD) da particulas foram determinados por
espectroscopia de correlagdo de fotons a 20°C em
um Nanosizer N5Plus Analyser, Beckmann Coulter
(Fullerton, USA), enquanto que o potencial Zeta foi
determinado por anemometria laser Doppler em um
Zetasizer HS3000 (Malvern Instruments, Malvern,
UK).

A determinagdo do estado sanitirio do quarto
mamario foi determinado por intermédio de trés
isolamentos bacterianos intervalados de dez dias e
por trés exames de isolamento bacteriano no pds

parto respeitando o mesmo intervalo [5,6].
Considerou-se quarto mamario infecctado aquele
que apresentou pelo menos dois isolamentos de um

mesmo patogeno.

Resultados e discussio

As  nanocapsulas  contendo  cloxacilina
infundidas na glandulas mamarias apresentaram
didmetro médio de 322nm e uma baixa
polidispergio, com IPD de 0,088. O potencial Zeta
foi estimado em -28mV, indicando que as particulas
podem ser estdveis em suspensdo aquoasa por
repulsdo eletrostitica, uma vez que o modulo do
potencial Zeta encontra-se muito proximo de 30mV
[7].

Nos quartos mamarios infectados foram
isolados Corynebacterium sp. (03), Staphylococcus
coagulase negativo (02) e Streptococcus uberis
(01) que, quando tratados, tornaram-se livres de
patégenos (Tabela 1). Por sua vez, os quartos
mamatios que se apresentavam livres de bactérias
patogénicas permaneceram saudaveis durante o
periodo experimental. Tais resultados indicam que o
sistema nanoparticulado empregado no experimento

apresentou tanto efeito curativo quanto preventivo
para os bovinos.

Tabela 1. Status microbioldgico de quartos mamdrios

Quartos mamdrios Pré tratamento  Pds parto

neg pos  neg  pos
Com mastite - 06 06 -

Sem mastite 06 -

O periodo proximo ao parto, marcado pela fase
de secagem e pelos primeiros 30 dias de lactagdo, é
responsavel pela maior incidéncia de novas
infecgdes na glandula mamaria. Isso ocorre em
fun¢do da maior vulnerabilidade glandular, que pode
apresentar falhas na manutengdo do tampdo
queratinoso no o6stio do teto e redugio da capacidade
de resposta imunoldgica da glindula mamaria [8].
Por consequéncia, uma boa formulagio antimastite
deve exercer efeito curativo e preventivo quando
aplicada no momento da secagem [9].

Conclusdes

Os resultados encontrados, embora preliminares,
sinalizam o uso promissor da cloxacilina
nanoencapsulada na terapia de vaca seca.. Todavia,

para confirmar estes achados e conferir seguranca de
seu uso, o mumero de animais tratados deve ser
ampliado.
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