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Resumo: A linfadenite caseosa, € uma doenga causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
e afeta pequenos ruminantes em todo o mundo, reduzindo significativamente a producéo de leite, 1a e
carne. As lesdes encapsuladas nos linfonodos superficiais sdo a barreira para a penetragado de antibiodticos
no local da infecgdo. Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar a taxa de penetragdo farmacocinética
no abscesso de nanoesferas poliméricas carregadas com cloxacilina em cabras infectadas. Material e
Métodos: Foi preparada uma solugdo de cloxacilina sodica, produzida pela técnica de polimerizagao
interfacial PCL. A formulagédo nanoparticulada foi caracterizada por técnicas de Dispersdo Dindmica de Luz
(DLS) e Microscopia de Forga Atdmica (AFM). Foram utilizadas 8 fémeas da raga Toggenburg, distribuidas
em 3 grupos, de acordo com o tempo de drenagem do conteudo de abcesso apds administragéo
subcutdnea da formulagdo. A atividade antibacteriana foi determinada por testes in vitro de cultura de
macrdéfagos. A quantificagdo da cloxacilina foi realizada por espectrometria de massas tipo triplo quadrupolo
(Waters, Inglaterra). Resultados e Discussdo: A taxa mais elevada de inibicdo bacteriana no
compartimento intracelular sugere a entrega de cloxacilina as células fagocitarias. Subsequentemente a
administragdo de dose Unica, considerando a concentragdo no plasma e abscesso, uma retengao crescente
do antibiético pode ser identificada nos abscessos durante o periodo da experiéncia. A concentracdo de
cloxacilina no abscesso foi muito maior do que a concentragao inibitéria in vitro, mesmo apds o antibiético
nao ser mais detectado no sistema circulatério. Conclusdées: A concentragao de cloxacilina no abscesso foi
muito maior do que a concentragdo in vifro, mesmo apds esse nao ser mais detectado no sistema
circulatorio. Os dados s&do promissores para o desenvolvimento de uma abordagem eficaz para o
tratamento com cloxacilina.
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Pharmacokinetics of cloxacillin polymeric nanoparticles administered in goats diagnosed with
caseous lymphadenitis.

Summary: Caseous lymphadenitis, a disease caused by the bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis, affects small ruminants around the world, significantly reducing milk, wool and meat
production. The lesions encapsulated in the superficial lymph nodes are the barrier to the penetration of



Emgpa QAcNnPq

Conselho Nacional de Desenvolvimento

Ga d (0} d e L ei t e Clentifico e Tecnolégico

XXIV Workshop de Iniciagcdo Cientifica da Embrapa Gado de Leite
Juiz de Fora, MG - 11 de julho de 2019

antibiotics at the site of infection. Therefore, the objectives of this study were to evaluate the rate of
pharmacokinetic in the abscess penetration of polymeric nanospheres loaded with cloxacillin in infected
goats. Material and Methods: A solution of sodium cloxacillin, produced by the PCL interfacial
polymerization technique, was prepared. Nanoformulation was characterized by Dynamic Light Dispersion
(DLS) and Atomic Force Microscopy (AFM) techniques. Eight Toggenburg females were used, distributed in
3 groups, according to the drainage time of the abscess content after subcutaneous administration of the
formulation. Antibacterial activity was determined by in vitro macrophage -culture tests. Cloxacillin
quantification was performed by triple quadrupole mass spectrometry (Waters, England). Results and
Discussion: The highest rate of bacterial inhibition in the intracellular compartment suggests the delivery of
cloxacillin to phagocytic cells. Subsequent to single dose administration, considering plasma concentration
and abscess, increased retention of the antibiotic can be identified in the abscesses during the period of the
experiment. The concentration of cloxacillin in the abscess was much higher than the inhibitory concentration
in vitro, even after the antibiotic was no longer detected in the circulatory system. Conclusions: The
concentration of cloxacillin in the abscess was much higher than the concentration in vitro, even after it was
no longer detected in the circulatory system. The data are promising for the development of an effective
approach to treatment with cloxacillin.
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Introdugao

A linfadenite caseosa €& uma doenga infecciosa causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis que afeta pequenos ruminantes em todo o mundo, reduzindo significativamente a
producao de leite, |& e carne e, em casos extremos causando a morte do animal. As lesbes encapsuladas
nos linfonodos superficiais sdo a barreira para a penetragdo de antibiéticos no local da infecgdo. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de penetracdo do farmaco no interior do abscesso e definir a
farmacocinética de uma formulagdo farmacéutica nanoestruturada contendo cloxacilia em cabras
naturalmente infectadas.

Material e Métodos

A cloxacilina nanoencapsulada (NPCLX) foi produzida pela técnica de polimerizagao interfacial do
PCL. A formulagdes nanoestruturada foi preparada com 700 mg de polimero, 140 mg do antibiético, 1,24 ml
de surfactante, 140 ml de acetona, 60 ml de metanol e 460 ml de agua destilada seguindo procedimentos
previamente estabelecidos na patente WO/2011/150481. A NPCLX foi caracterizada por técnicas de
Dispersdo Dindmica de Luz (DLS) e Microscopia de Forga Atdmica (AFM) [1]. A definicdo da dose efetiva
deNPCLX foi realizada in vitro, pela técnica de co-cultivo de macrofagos periféricos com C.
pseudotuberculosis e NPCLX em distintas concentragbes [2]. Um total de 08 cabras Toggenburg foram
distribuidas em trés grupos, de acordo com o tempo de drenagem do conteido de abscesso: 3, 6 € 24 h
apos a administragdo subcutanea de 1,81 mg/kg da CLX na regido do linfonodo regional. A antissepsia foi
feita com tintura de iodo a 10% e alcool 70%. O sangue para estudos de farmacocinética foi colhido nos
tempos 0,25, 0,5, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas pos aaplicagdo do farmaco. A concentagao plasmatica e intra
abscesso de cloxacilina (CLX) foi determinada por espectrometria de massa Tandem acoplada a UPLC
(Waters, USA).

Resultados e Discussao

A NPCLX exibiu tamanhos de 188,41 + 49,34 nm, indice de polidispersao (IPD) de 0,181 + 0,07 e
potencial Zeta de -33,93 + 6,42 mV. Pela técnica AFM, as NPCLX apresentaram forma esférica e tamanho
semelhante ao resultado da analise DLS. Para 4 ug/mL houve uma redugédo de 96,5 e 89% na contagem
bacteriana nos ensaios de atividade antibacteriana in vitro do compartimento intracelular e extracelular,
respectivamente. No plasma, a meia vida foi de 3,2 h, a concentragcdo maxima foi de 8312,9 ng/mL, o tempo
de pico de concentracdo foi de 0,3 h e a area sob a curva (AUCy.) 22089 ng-hr/mL. Para o abscesso, a
Cmax prevista foi de 177480 ng/mL, a Tmax prevista foi de 24 h e a AUC, foi de 587886,6 ng-h/mL [3, 4].



EmGpa QA CNPq

Conselho Nacional de Desenvolvimento

Ga d (0} d e L ei t e Clentifico e Tecnolégico

XXIV Workshop de Iniciagcdo Cientifica da Embrapa Gado de Leite
Juiz de Fora, MG — 11 de julho de 2019

Conclusao

A taxa mais elevada de inibicdo bacteriana no compartimento intracelular sugere o direcionamento
de cloxacilina as células fagocitarias. Subsequentemente a administracdo de dose Unica, considerando a
concentracdo no plasma e abscesso, uma retengcdo crescente do antibidtico pode ser identificada nos
abscessos durante o periodo de avaliagdo. A concentragdo de cloxacilina no abscesso foi muito maior do
que a concentragao inibitéria in vitro, mesmo apds o antibiético ser depurado do sistema circulatério. Os
dados sdo promissores para o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica mais eficaz para o
tratamento da linfadenite caseosa.
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