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Resumo

A determinacdo da biodistribui¢io de formulagbes farmacéuticas é importante para
assegurar que o farmaco atinja todo o tecido a ser tratado. Estudos recentes
demonstraram que glandulas mamarias ex situ podem ser utilizadas para avaliagdo da
biodistribuicio de formulagfes intramamarias. Neste contexto, nossa equipe utilizou
este modelo para avaliar a biodistribui¢do de nanocdpsulas contendo cloxacilina. Pode-
se observar presenga de nanocépsulas no dorso das glindulas, a 15 cm da base do teto, o
que demonstra que as nanocipsulas potencialmente podem se difundir por toda a

glandula.
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Introducio

A biodistribuigdo de farmacos em modelos
experimentais ex situ vem sendo utilizados como
alternativa ao uso de animais. Isso se deve a
crescente preocupagdo com a ética e bem estar
animal [1].

Kietzmann e Ehinger [2] demonstraram a
viabilidade de uso de glindulas mamarias ex sifu
para estudos de cinética de difusdo de antibioticos
em bovinos. Para tanto, esses autores avaliaram a
biodistribui¢do tecidual da penicilina benzatinica
apos sua administragdo pela via intramamédria. Em
outros trabalhos, 0 mesmo grupo [3,4,5], utilizou o
mesmo modelo para avaliar a biodistribuigio

tecidual de outros antibidticos, como por exemplo
da cloxacilina, cefquinome, oxacilina e ampicilina.

O uso de

nanocarreadores,  mais
recentemente, vem sendo uma estratégia para
promover  melhorias na  antibioticoterapia,

basicamente por promover liberagdo sustentada,
reduzir a toxicidade ou direcionar o firmaco para
compartimentos biologicos especificos. e

Neste contexto, nossa equipe desenvolveu
uma formulagdo composta de nanocdpsulas, capaz
de direcionar o antibitico para o interior de
polimorfonucleares (PMN) e, com isso melhorar os
indices de cura nos casos de mastite causados por
patogenos resistentes a fagocitose.
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Todavia ao ser nanoencapsulado, o
antibidtico, pode ter sua Dbiodistribui¢do
modificada, existindo a possibilidade, portanto, das
nanocdpsulas ndo atingirem as partes superiores da
glandula mamaria. Logo, o presente projeto tem por
objetivo avaliar a biodistribui¢io de nanocapsulas
em modelos de glandula mamaria bovina ex situ.

Materiais e métodos

Nanocapsulas contendo cloxacilina foram
preparadas pela técnica de deposigio interfacial de
polimero pré-formado, seguida de evaporagdo do
solvente, observando detalhes de metodologia
previamente descrita por Mosqueira e colaboradores
[6]. Entretanto, em substituigdo & quitosana
convencional foi utilizada quitosana conjugada a
fluoresceina isotiocianato (FITC), para tanto 100mg
de FITC foram adicionadas a 150 mL de metanol
desidratado foram adicionados a 100 mL de
quitosana a 1% em 0,1 M CH;COOH. Apods trés
horas de reagdo em ambiente escuro, a quitosana
marcada com FITC, foi precipitada por elevagdo do
pH. Para remoc¢do da FITC livre, o precipitado foi
submetido a ciclos repetidos de lavagem e
centrifugacdo (40.000 G durante 10 min) até que a
ndo fluorescéncia foi detectada no sobrenadante
(NanoDrop Spectrometer Thermo Scientific).

O tamanho médio e indice de polidispersdao
(IPD) das particulas foram determinados por
espectroscopia de correlagio 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).

Quatro glandulas mamdrias de fémeas
bovinas da raga girolanda foram coletadas na linha
de abate do abatedouro FRIPAI. Apds a remocdo da
glandula, canulou-se a artéria pudenda externa de
cada antimero do tibere, os quais foram perfundidos
com 1L de citrato de sddio 0,9% (p/v) resfriados e
conduzidos ao laboratorio.

Seguindo  procedimentos  previamente
descritos por Kietzmann e Ehinger [2], as glandulas
foram mantidas mimetizando a posi¢do animal
ortostatica e viabilidade tecidual por seis horas foi
conseguida por intermédio da perfusio de
120ml/min de solugdo de Tyrodi, previamento
aquecida a 41°C e oxigenada com Carbogen. Em
cada quarto mamario foi injetado 600mg de
cloxacilina nanoencapsulada ¢, ao término de seis
horas, amostras de tecido foram coletadas 5, 10 e
15cm a partir da base do teto para o preparo de

cortes histologicos em um microtomo de
congelamento (HYRAX-25, Carl Zeiss) e
subsequente avaliagdio de fluorescéncia por

microscopia (Axioplan I Carl Zeiss).

Resultados e discussdo

As nanocapsulas contendo cloxacilina utilizadas
para produzir a formulagdo intramamaria
apresentaram didmetro médio de 322nm, IPD de
0,088 e potencial Zeta estimado em -28mV.

Na fig. 1A pode-se observar discreta
autofluorescéncia em um corte histolégico de
glandula mamaria a 10 cm da base do teto sem o
tratamento com nanocapsulas. A fig. 1B, representa
um corte histoldgico distante cinco centimetros da
base do teto de um quarto mamdrio que recebeu o
tratamento. Neste, podemos observar grande
quantidade de ductos galactoforos com intensa
fluorescéncia (setas). A medida que aprofundamos
no tecido glandular, fig. 1C e 1D, respectivamente
10 e 15cm distantes da base do teto, identificamos
ductos galactoforos superiores, observados na

imagem com intensa fluorescéncia.

Figura 1. A. Microscopia de fluorescéncia de
glandula mamadria distante da base do teto 10 cm,
grupo controle. B. Microscopia de fluorescéncia de
glandula mamaria tratada com 600mg de cloxacilina
nanoencapsulada distante da base do teto 5 cm. C.
Microscopia de fluorescéncia de glandula mamaria
tratada com 600mg de cloxacilina nanoencapsulada
distante da base do teto 10 cm. D. Microscopia de
fluorescéncia de glindula mamadria tratada com
600mg de cloxacilina nanoencapsulada distante da
base do teto 15 cm. As setas indicam ductos
galactoforos.

A glandula mamaria bovina ¢ composta por

grande quantidade de dcinos glandulares,
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responsaveis pela produgio de leite. Este ¢ drenado
para a cisterna do teto por intermédio de uma vasta
rede de ductos galactéforos que se ramificam pelo
parénquima até os acinos glandulares e acabam por
coalescer na cisterna do teto. Quando administrado
pela via intramamaéria, um antibidtico faz
exatamente o caminho inverso do leite, preenchendo
primeiramente a cisterna, ganhando na sequéncia o
espago interno dos ductos galactoforos inferiores e
superiores, para SO entdo atingir os 4acinos
glandulares. Como demonstrado, em apenas seis
horas apdés administragdo, as nanocapsulas ja
atingiram a regido mais distal da glandula mamdria,
indicando sua rapida e boa biodistribuigdo tecidual.

Conclusies

Em um curto espago de tempo as
nanocdpsulas atingiram o dpice dos ductos
galactdforos, demonstrando que ndo houve actimulo
na cisterna. Estes resultados indicam boa
biodistribui¢io tecidual, um dos pré-requisitos para
formulagdes intramamérias.
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