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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado esta dividida em dois capitulos,
objetivando a melhor organizacéo dos dados obtidos ao longo do desenvolvimento do

estudo. Segue abaixo a divisdo pontual deste trabalho.
— Introducéo;
- Objetivos;

— Capitulo I: Proposicdo de artigo de revisdo de literatura intitulado:

“Diagndstico e terapias veterinarias desenvolvidas utilizando nanotecnologia”;

- Capitulo 1I: Revisdo, Metodologias e Resultados acerca da parte

experimental desenvolvida ao longo do mestrado académico;
- Conclusbes;

— Referéncias bibliograficas.
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RESUMO
A coccidiose € uma doenca causada por protozoarios intracelulares do género Eimeria
que afetam o trato intestinal de frangos de corte, podendo causar perdas na produgao.
Usualmente, o tratamento se da por adicdo dos farmacos na racao durante todo o
ciclo produtivo das aves, mas problemas de resisténcia das cepas e residuo dos
farmacos na carcaca tém chamado a atencdo do setor produtivo, neste sentido a
nanoecapsulacao de farmacos torna-se uma alternativa promissora. Levando isto em
consideracdo, este estudo objetivou desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente,
avaliar a seguranca in vitro e atividade anticoccidiana in vivo de nanoparticulas
poliméricas contendo toltrazuri, quje € um farmaco anticoccidiano que atua na
alteracdo da funcdo da cadeia respiratéria e das enzimas mitocondriais, nas formas
de esquizontes, macrogametdcitos e microgametocitos de Eimeria spp.. As
nanocapsulas poliméricas foram produzidas pelo método de deposicao interfacial de
polimero pré-formado utilizando Eudragit® S100 (NCt) ou poli-e-caprolactona (LNCt)
como polimero estruturante. Ambas as formulacdes apresentaram distribuicdo
homogénea de didmetro de particula na faixa nanométrica (z-average e Dw,3) < 200
nm) e potencial zeta negativo (< -8,93 mV), caracteristico destes polimeros. O
conteudo de farmaco foi préximo a 100% (1 mg/mL) com eficiéncia de encapsulacao
acima de 90%. As suspensofes foram classificadas como fluidos newtonianos devido
a relacéo linear entre os valores das tensdes de cisalhamento e as das taxas de
cisalhamento. Apesar das formulagcbes expostas a diferentes condi¢cdes de
armazenamento, apresentaram teor adequado por até 60 dias, foi observado
alteracdo do diametro das nanocapsulas em funcédo do tipo de polimero empregado,
sendo a LNCt a formulacdo mais estavel (60 dias em todas as condi¢bes). Ainda,
guando expostas ao meio gastrointestinal simulado de aves, ndo houve alteracéo de
diametro e de teor das formulacdes. Adicionamente, as nanocépsulas foram avaliadas
in vitro quanto a viabilidade celular em fibroblastos aviarios e atividade anticoccidiana
profilatica in vivo contra Eimeria spp. Com relagdo a seguranga in vitro, ambas as
formulagcbes ndo diminuiram significativamente a viabilidade celular de fibroblastos
aviarios apods 24 e 48 horas de exposicdo. Quanto a avaliagdo in vivo, observou-se
gue os diferentes tratamentos (LNCt 1,75, 3,5 e 7 mg/kg/dia) n&o influenciaram no
ganho de peso dos animais em relagéo ao grupo controle (ndo tratado), e na avaliagao
geral histopatoldgica e de morfometria, os grupos tratados nas doses de 3,5 e 7



mg/Kg/dia apresentaram resultados semelhantes ao grupo tratado com o
medicamento comercial na posologia indicada (Baycox® 7 mg/Kg/dia). Diante dos
resultados obtidos, conclui-se que as formula¢cdes nanotecnoldgicas desenvolvidas
sdo promissoras para o tratamento profilatico da coccidiose aviéria.

Palavras-chave: Coccidiose aviaria, Eimeria spp., toltrazuril, nanocapsulas

poliméricas.



ABSTRACT
Coccidiosis is a disease caused by intracellular protozoa of the genus Eimeria that
affect the intestinal tract of broiler chickens, which can cause production losses.
Usually, the treatment is done by adding drugs to the feed throughout the production
cycle of the birds, but problems of strain resistance and drug residue in the carcass
have drawn the attention of the productive sector. In this sense, drug nanoecapsulation
becomes a promising alternative. Taking this into account, this study aimed to develop,
physicochemically characterize, evaluate the in vitro safety and in vivo anticoccidial
activity of polymeric nanoparticles containing toltrazuril, an anticoccidial drug that acts
on changing the function of the respiratory chain and mitochondrial enzymes, in the
forms of schizont, macrogametocytes and microgametocytes of Eimeria spp..
Polymeric nanocapsules were produced by the preformed polymer interfacial
deposition method using Eudragit® S100 (NCt) or poly-e-caprolactone (LNCt) as
structuring polymer. Both formulations showed homogeneous particle diameter
distribution in the nanometer range (z-average and D(4.3) < 200 nm) and negative zeta
potential (< -8.93 mV), characteristic of these polymers. The drug content was close to
100% (1 mg/mL) with encapsulation efficiency above 90%. The suspensions were
classified as Newtonian fluids due to the linear relationship between the values of
shear stresses and shear rates. Despite the formulations exposed to different storage
conditions presented adequate content for up to 60 days, a change in the diameter of
the nanocapsules was observed as a function of the type of polymer used, with LNCt
being the most stable formulation (60 days in all conditions). Still, when exposed to the
simulated gastrointestinal environment of birds, there was no change in the diameter
and content of the formulations. Furthermore, they were evaluated in vitro for cell
viability in avian fibroblasts and prophylactic anticoccidial activity in vivo against
Eimeria spp. Regarding in vitro safety, both formulations did not significantly decrease
the cell viability of avian fibroblasts after 24 and 48 hours of exposure. As for the in
vivo evaluation, it was observed that the different treatments (LNCt 1.75, 3.5 and 7
mg/kg/day) did not influence the weight gain of the animals in relation to the control
group (untreated), and in the general histopathological and morphometric evaluation,
the groups treated at doses of 3.5 and 7 mg/kg/day showed similar results to the group

treated with the commercial drug at the indicated dosage (Baycox® 7 mg/kg/day).



Given the results obtained, it is concluded that the developed nanotechnology
formulations are promising for the prophylactic treatment of avian coccidiosis.

Keywords: Avian coccidiosis, Eimeria spp., toltrazuril, polymeric nanocapsules.



1 INTRODUCAO

A coccidiose é uma doenca causada por protozoarios intracelulares do género
Eimeria que afetam o trato intestinal dos animais de produg¢ao. No caso da avicultura,
as infeccdes por Eimeria spp. sdo responsaveis por grandes perdas na produc¢ao, pois
reduzem o desempenho zootécnico do plantel e, nos casos mais graves, acarretam a
morte das aves. Diversos fatores de riscos estado envolvidos nos casos de coccidiose,
como a alta densidade nos aviarios e o manejo inadequado das aves. Por se tratar de
um parasita amplamente distribuido no ambiente, diversas estratégias sdo utilizadas
para o controle, como o uso de agentes anticoccidianos e vacinas, sendo a primeira
abordagem a mais disseminada, além das boas préticas de produc¢éo, que contribuem
e sao adotadas nos sistemas de producdo. Usualmente, os farmacos séao
incorporados na racéo e sdo fornecidos durante todo o ciclo produtivo das aves, mas
problemas de resisténcia das cepas contra 0s compostos disponiveis e o residuo dos
farmacos na carcaca tém chamado a atencdo do setor produtivo, alertando para a
busca de novas abordagens para o manejo desta parasitose.

A nanotecnologia aplicada a produtos veterinarios € uma area de pesquisa e
desenvolvimento tecnolégico ainda incipiente, mas que vem crescendo
significativamente nos ualtimos anos. Uma busca nos bancos de dados da Web of
Science mostra que a partir dos anos de 2011 ha um aumento das publicacbes
referentes a nanotecnologia no desenvolvimento de produtos de uso veterinario e,
guando se relaciona especificamente com produtos para frangos de corte, observa-

se 0 mesmo cenario (Figura 1).
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Figura 1. Numero de publica¢des indexadas considerando o cruzamento das
palavras-chave nano* e broiler* (Web of Science, acessado em 23 agosto, 2021).



Neste contexto, especificamente da coccidiose, praticamente ndo ha relatos na
literatura do uso de sistemas nanoestruturados como estratégia terapéutica frente a
infeccdo por Eimeria spp. Logo, considerando que o Brasil € um dos lideres mundiais
da producédo de frangos de corte, no sentido de agregar valor a cadeia produtiva de
insumos agropecuarios e a busca de novas abordagens para 0 manejo desta
parasitose, abre-se a oportunidade de investimento na nanotecnologia farmacéutica
veterindria, sobretudo com a tendéncia mundial de reducé&o/retirada do uso de agentes
antimicrobianos na producdo animal. Desta forma, a nanotecnologia, por meio do
desenvolvimento de nanocarreadores de farmacos, mostra-se uma alternativa
promissora para o controle da coccidiose, pois é possivel, via nanoencapsulacéo,
melhorar o efeito biologico de farmacos, reduzindo o numero de doses administradas
e possiveis efeitos toxicos.

O toltrazuril € um farmaco anticoccidiano (triazinona simétrica) que atua
principalmente na alteracdo da funcdo da cadeia respiratéria e das enzimas
mitocondriais, nas formas de esquizontes, macrogametocitos e microgametécitos de
Eimeria spp. Assim, no sentido de aprimorar a terapia do toltrazuril para a coccidiose
aviaria, € importante estudar novas formas para possibilitar melhor penetracao nas
células e melhor entrega do farmaco no seu local de acdo, como alternativa de
contornar a resisténcia antimicrobiana, possibilitando também maior estabilidade, e
consequente, diminuicdo da dose administrada, sem causar dano celular. Neste
contexto, a utilizacdo da nanotecnologia é uma estratégia promissora para contornar
a resisténcia aos antiparasitarios e reducdo dos residuos nos derivados de origem
animal.

Desta forma, justifica-se o desenvolvimento deste estudo e objetiva-se a
obtencdo de uma nanoformulacdo caracterizada fisico-quimicamente e
biologicamente, que servira de plataforma tecnoldgica para outros farmacos
anticoccidianos de uso veterinario e como alternativa para agentes ineficazes no

controle desta parasitose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo um farmaco
anticoccidiano (toltrazuril) para o tratamento profilatico de coccidiose em frangos de
corte.

2.2 Objetivos especificos

Revisar a literatura acerca do uso da nanotecnologia no desenvolvimento de
sistemas para terapias veterinarias;

Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente nanoparticulas poliméricas,
com dois diferentes polimeros estruturantes, contendo como farmaco anticoccidiano
o toltrazuril;

Avaliar a estabilidade quimica e fisica nas formulacfes desenvolvidas;

Avaliar a viabilidade celular de fibroblastos aviarios apés tratamento com as
formulagdes desenvolvidas, como um indicativo inicial de seguranca;

Avaliar a atividade in vivo das nanoformulacBes contendo farmaco

anticoccidiano contra Eimeria spp.






CAPITULO I: Proposicéo de artigo de revisdo de literatura intitulado:
“EMPREGO DA NANOTECNOLOGIA EM TERAPIAS VETERINARIAS”






ARTIGO EM FASE DE REVISAO PARA FUTURA SUBMISSAO

Este capitulo trata-se de um artigo de revisédo para futura submisséo em revista
cientifica, segue o resumo do artigo:

Nanoparticulas carreadoras de substancias ativas vem recebendo atencéo
para 0 uso veterinario. Permitem controlar a liberacdo de farmacos, reduzindo o
namero de doses administradas e, consequentemente, reduzindo possiveis efeitos
toxicos nos animais. Assim, o0 objetivo desta revisao foi apresentar caracteristicas das
nanoparticulas mais empregadas em estudos com finalidade de uso veterinario e os
resultados in vitro e in vivo associados a substancias ativas nanoencapsuladas. O
estudo compilou artigos das bases de dados Web of Science e Pubmed com
desenvolvimento e avaliacdo de diferentes nanoparticulas, tanto organicas quanto
inorganicas, para o diagndéstico e tratamento de diversas patologias, em inUmeras
espécies animais. Destacaram-se estudos do emprego da nanotecnologia para o
diagnéstico e tratamento do cancer, tratamento de infeccbes bacterianas e
parasitoses, além daqueles que avaliaram a suplementacao nutricional e a castracéo
quimica. ApoOs andlise deste compilado de informagdes, conclui-se que a
nanotecnologia é uma ferramenta promissora para melhorar os resultados no
tratamento de doencas que acometem diferentes espécies animais, adicionalmente,
foi possivel observar que ainda é uma area em expansao, principalmente quando se

refere a animais de corte.



30



31



32



33



34



35



36



37



38



39



40



41



42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



59






CAPITULO II: Revis&o, Metodologias, Resultados e Discuss&o acerca da parte
experimental desenvolvida ao longo do mestrado académico.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Coccidiose aviaria

A coccidiose € uma doenca de grande relevancia na avicultura industrial, seja
para frangos de corte ou de postura (SOLIS, 2005). Em nivel mundial, estima-se que
0s custos em virtude das infec¢gbes por Eimeria spp. sejam em torno de US$ 2,4-3
bilhdes, sendo 76% deste montante em virtude das infec¢des (clinicas e subclinicas)
e 24% devido aos gastos com tratamento (profilatico ou terapéutico). No Brasil, um
dos maiores produtores e exportadores de frangos de corte do mundo (13,8 e 4,
milhdes de toneladas, respectivamente em 2020), a prevaléncia de coccidiose € 25%
e 0s prejuizos podem chegar a US$ 19 milhdes/ano (LUCHESE et al., 2007; AHMAD;
EL-SAYED; EL-SAYED, 2016; ABPA, 2021).

Coccidiose € uma doenca entérica, causada pelo parasito do filo Apicomplexa,
do género Eimeria spp. Foi relatado que mais de 1000 espécies de Eimeria infectam
diferentes animais hospedeiros, como frango, pato, peru, gado, coelho, ovelha, céao
doméstico e gato. Em galinhas, sete espécies foram descritas, sendo: E. tenella, E.
mitis, E. maxima, E. acervulina, E. brunetti, E. necatrix e E. praecox (FATOBA;
ADELEKE, 2018).

3.2 Ciclo de reproducao da Eimeria spp.

De acordo com a espécie, o ciclo de vida das Eimerias é de quatro a sete dias.
A doenca ocorre quando o hospedeiro ingere oocistos esporulados, podendo ser
através de poeira, fezes, cama e insetos, e pode ser considerada como resultado da
ingestao de multiplas cepas de Eimeria spp. Essa coinfeccéo de espécies de Eimeria
spp. € comum em coccidioses, 0 que contribui para a patogenicidade e resulta em
diagndstico equivocado (QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015;
FATOBA; ADELEKE, 2018).

O ciclo da coccidiose é dividido em varias fases e desenvolve-se em um unico
hospedeiro (monoxeno), com multiplicagdo assexuada (merogonia ou esquizogonia),

sexuada (gametogonia) dentro das células do hospedeiro e desenvolvimento no meio



ambiente chamado esporogonia. Essa fase requer oxigénio e tem duracdo de
aproximadamente 24 horas (GAZONI, 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida da Eimeria spp, contemplando as fases de desenvolvimento no
hospedeiro.
Fonte: NOVAES et al., 2011.

O oocisto, quando ingerido é rompido na moela por agcdo mecanica, liberando
0s esporocistos. No intestino, devido a presenca de sais biliares e enzimas, 0s
esporozoitos saem ativos do esporocisto e penetram nas células epiteliais intestinais.
Nesta fase, ocorre diversos ciclos intestinais endégenos, onde os parasitas se
multiplicam por fissdo multipla (merogonia ou esquizogonia) resultando na formacéo
de esquizontes, que contém centenas de merozoitos (Figura 2) (NOVAES et al.,
2011).

Na sequéncia, ocorre a fase sexuada do ciclo, gamogonia ou gametogonia,
onde 0s merozoitos diferenciam-se em macrogametécito, gamonte feminino ou
microgametécito, gamonte masculino. Apds a fecundacdo do macrogameta pelo
microgameta héa a formacdo do oocisto, sendo liberado no ambiente nas fezes. Em
condicbes favoraveis de oxigénio, temperatura e umidade, o0 oocisto sofre
um processo de esporulacéo, onde meiose e mitose resultam na formacé&o do oocisto
esporulado que contém quatro esporocistos com dois esporozoitos em cada
(NOVAES et al., 2011; GAZONI, 2015).
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3.3 Sintomas causados pela coccidiose

As Eimerias spp., quando nas células intestinais, modificam drasticamente as
estruturas e a aparéncia das vilosidades intestinais. Estudos realizados observaram
gue ha uma diminuicéo na altura das vilosidades da mucosa intestinal comprometendo
a saude intestinal, consequentemente, reduzindo a capacidade absortiva dos
nutrientes do bolo alimentar. Dependendo da espécie, magnitude e local da infecc¢éo,
a coccidiose pode resultar numa enterite limitada, resultando em perda de fluidos e
ma absorcao de nutrientes, inflamacao da parede intestinal com hemorragias pontuais
e descamacao dos epitélios, ou destruicdo completa dos vasos, levando a extensa
hemorragia e morte. Ainda, a infec¢do pode causar alteragées na permeabilidade da
mucosa, resultando em vazamento de proteinas plasméticas para o limen intestinal,
aumento do pH e diminuicdo da motilidade intestinal (CHAPMAN, 2014; GAZONI,
2015).

A gravidade da infeccéo depende de alguns fatores tais como, a quantidade de
oocistos ingeridos, do grau de viruléncia das cepas e da suscetibilidade do
hospedeiro. Assim, na avicultura, as infec¢cdes por Eimeria spp. sdo responsaveis por
grandes perdas na producéo, pois reduzem o desempenho zootécnico do plantel e,
Nos casos mais graves, acarretam a morte das aves. Diversos fatores de riscos estédo
envolvidos nos casos de coccidiose, como a alta densidade nos aviarios e 0 manejo
inadequado das aves (CHAPMAN, 2014; GAZONI, 2015).

Por isso, ha necessidade de um bom manejo, reduzindo assim a exposi¢céo aos
oocistos infectantes. Também, é importante evitar a umidade da cama, que € um meio
para prevenir a esporulacdo dos oocistos e é muito interessante o monitoramento de
rotina do trato gastrointestinal dos frangos de corte para diagnosticar a coccidiose e
possibilitar seu tratamento (GAZONI, 2015).

3.4 Profilaxia e tratamento da coccidiose

Oocistos de Eimeria spp. sdo geralmente presentes em ambientes em que as
aves sao criadas. Algumas medidas podem ser tomadas para a diminuigdo, como a
substituicdo da cama de aviério entre rebanhos sucessivos, mas reduz a coccidiose

até certo ponto e ndo é totalmente eficaz na prevencéo de um surto. Por isso, estao
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em constante desenvolvimento diversas alternativas para o controle desta doenca
(SHIVARAMAIAH et al., 2014; FATOBA; ADELEKE, 2018).

A vacinagdo contra a coccidiose depende do desenvolvimento natural da
imunidade protetora. As vacinas convencionais incorporam parasitas vivos ou
atenuados como uma mistura de varias espécies, ou as vezes até varias cepas de
Eimeria. Embora exista uma grande variacdo antigénica entre espécies, 0s estagios
iniciais de desenvolvimento no hospedeiro s&o considerados mais importantes para a
melhoria de uma resposta imune protetora. Ainda, existe uma area que busca
alternativas sem drogas para o0 controle da coccidiose, que incluem o uso de
probioticos, produtos fitoquimicos e extratos fungicos, onde observaram aumento na
imunidade, atividades protetivas e melhora no desempenho. No entanto, estratégias
de controle alternativas devem se concentrar na integracdo de alternativas ja
comprovadas em um programa integrado para o controle de coccidiose
(SHIVARAMAIAH et al., 2014; QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015).

Assim, os efeitos protetores das sulfonamidas foram extensivamente avaliados
e utilizados como os primeiros agentes anticoccidianos efetivos e foi levantada a
hipétese que esses compostos ajudaram a ave a adquirir imunidade contra essa
doenca. Também, o uso de ion6foros como coccidiostaticos eficazes estd bem
documentado e tem sido utilizado h& décadas. Os ion6foros atuam nos estagios
esporozoitos/merozoitos do ciclo de vida do parasita, ligando-se a cétions e
interferindo no potencial osmético, interrompendo a integridade da membrana
(SHIVARAMAIAH et al., 2014; QUIROZ-CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015).

Desta forma, no inicio dos anos 70, varias drogas sintéticas foram introduzidas
comercialmente e utilizadas desde o dia da eclosdo até um dia antes do abate.
Amprolium, nicarbazin, diclazuril e toltrazuril tém sido utilizados com sucesso no
controle da coccidiose ha muitos anos. O modo de acao dessas substancias quimicas
€ semelhante, e a maioria inibe o desenvolvimento de esporozoitos/merozoitos. Além
disso, também € hipotetizado que esses compostos nado interfram no
desenvolvimento da imunidade natural contra a coccidiose (SHIVARAMAIAH et al.,
2014; FATOBA; ADELEKE, 2018).
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3.5 Toltrazuril

Como j& descrito, varios medicamentos séo utilizados para o tratamento da
coccidiose, sozinhos ou em associagdo. O toltrazuril (Figura 3) € um farmaco
anticoccidiano pertencente a classe das triazinonas simétricas, atuando
principalmente na alteragcdo da funcdo da cadeia respiratéria e das enzimas
mitocondriais, nas formas de esquizontes, macrogametocitos e microgametdcitos de
Eimeria spp. Sendo adicionado na ragdo ou na agua das aves na fase subclinica, este
farmaco age na faixa etaria em gque se detecta surtos da doencga nos animais (SILVA,
2015).

No entanto, o problema desta estratégia no controle da doenca € o
aparecimento de isolados resistentes a farmacos contra o parasito Eimeria spp.
(FATOBA; ADELEKE, 2018). Ainda, os residuos de medicamentos veterinarios em
produtos de aves podem ser transmitidos aos seres humanos através do consumo de
carnes. A exposicdo baixa e continua a antimicrobianos desencadeia varias
implicagBes patoldgicas que sdo consideradas importantes problemas de salde
publica. A carne de frango contaminada com residuos de farmacos pode levar a
formacdo bacteriana resistente a antibioticos, manifestacdes alérgicas ou alteracao
da microflora util do trato digestivo dos seres humanos (MUND et al., 2016). Outra
caracteristica que deve ser levada em consideracao € o fato do toltrazuril apresentar

baixa solubilidade em &gua, o que dificulta sua administracdo em veiculo aquoso.
Oy /
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Figura 3. Estrutura quimica do farmaco toltrazuril, uma triazinona simétrica.
Fonte: OLSEN et al., 2012.

F
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3.6 Nanotecnologia aplicada a terapéutica

Os sistemas de liberacdo de farmacos vém ganhando atengcédo em virtude da
necessidade de melhorar a acdo de farmacos no organismo. Dentre esses sistemas
destacam-se as nanoparticulas. Esses sistemas sdo carreadores de substancias
ativas que apresentam diametro inferior a 1 um e séo utilizados para vetorizar ativa
ou passivamente farmacos, controlar temporalmente sua liberacdo, aumentar a
estabilidade de substancia labeis, aumentar a solubilidade aparente de substancias
pouco soluveis e minimizar os efeitos adversos e a possivel toxicidade que
substancias bioativas podem apresentar em tecidos ou Orgdos saudaveis. As
nanoparticulas por apresentarem um tamanho menor que as microparticulas tém uma
maior facilidade de transporem as barreiras e penetrarem mais facilmente em tecidos
(SANDRI et al., 2019).

O termo nanoparticula inclui uma série de diferentes sistemas, destacando-se
as nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas e lipidicas. As nanoparticulas
constituem um sistema de entrega de farmaco verséatil, devido a sua capacidade de
superar as barreiras fisiologicas e direcionar o farmaco para as células especificas ou
para compartimentos intracelulares por diferentes mecanismos (MALLIPEDDI;
ROHAN 2010).

Sistemas nanométricos apresentam elevada area superficial, sendo
considerados vetores para a administragdo de farmacos lipofilicos, proporcionando
liberagcdo homogénea e controlada, aumentando assim, a resposta terapéutica no sitio
de acao. A vetorizacdo em 6rgaos, tecidos ou células especificas também apresenta
o beneficio de reducao dos efeitos adversos apresentados sistemicamente pelo
farmaco. Ainda, o uso de materiais poliméricos para a encapsulagao de farmacos é
uma alternativa interessante para mascarar as propriedades fisico-quimicas
intrinsecas da substancia, melhorar sua interagdo com membranas e facilitar sua
absorcao ou penetragao cutanea (GUTERRES et al., 2007). Ainda, nanoparticulas
lipidicas sdlidas foram propostas como uma alternativa as nanoparticulas poliméricas.
Elas séo particulas de didametro nanométrico, esféricas e sdo constituidas de lipideos
solidos e emulsionantes (ALUDKA et al., 2011).

Assim, a incorporagcdo de farmacos de uso veterinario a nanossistemas

apresenta diversas vantagens, além do efeito farmacologico inerente ao composto. A
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nanoencapsulacdo possibilita reduzir a quantidade de doses e a concentracéo
administrada do farmaco, reduzir os residuos nos derivados de origem animal, reduzir
efeitos adversos e toxicidade. Ainda, oferecem um meio promissor de liberagéo de
farmacos com eficacia aumentada, taxas de liberacdo controladas, bioatividade
prolongada e a capacidade de delivery de multiplos farmacos com efeitos sinérgicos
no mesmo local (BRANDAO et al., 2011; JABIR et al., 2012).

3.7 Polimeros biocompativeis

A melhora no desenvolvimento de sistemas poliméricos de liberagcédo controlada
de farmacos, seja, nanoparticulas ou outros sistemas, depende também da selecao
de um agente polimérico apropriado, ou seja, que seja capaz de controlar a liberacéo
do farmaco, sustentar a acao terapéutica ao longo do tempo e liberar o farmaco em
um determinado tecido ou 6rgéo alvo. Na area médica, os polimeros que podem ser
utilizados necessitam ser biocompativeis com o0s sistemas biolégicos e
biodegradaveis, ou seja, que possam ser degradados por enzimas ou hidrélise
(BRUGUEL, 2015). Existem diversos polimeros com essas caracteristicas e a seguir

sdo apresentados os relevantes para este estudo.

3.7.1 Poli-e-caprolactona

Dentre os polimeros utilizados a poli(e-caprolactona) (PCL) se destaca devido
sua biocompatibilidade, permitindo aplicacbes nos campos biomédico e farmacéutico
(SANDRI et al.., 2019). A PCL apresenta boa solubilidade em solventes organicos
comuns e pode ser degradada enzimaticamente. Ainda, € um polimero semicristalino
gue apresenta degradacdo mais lenta quando comparado aos polimeros amorfos, &
tenaz e flexivel, possui baixa temperatura de transicéo vitrea, e funde-se a cerca de
60 °C, apresentando boas propriedades mecéanicas e potencial para uso como
biomaterial (ROA et al., 2010).

3.7.2 Eudragit® S100
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O Eudragit® S100 é produzido por copolimerizagdo ani6nica de &acido
metacrilico e metacrilato de metila. Sua liberacdo dependente de pH, a protecao
especialmente em pH baixo, a enzimas e a umidade do ambiente, levaram o Eudragit®
S100 a ser utilizado para o desenvolvimento de nanoparticulas. Assim, este polimero
mostra-se uma alternativa interessante para o revestimento entérico e uma
administracdo sustentada, protegendo os compostos encapsulados enquanto passam
pelo estdmago para liberar o medicamento por longos periodos no intestino (RADBEH
et al., 2020).

3.8 Nanotecnologia empregada no tratamento de frangos de corte

Diversos autores buscaram principalmente o uso da nanotecnologia no
tratamento nutricional dos animais, como aditivos alimentares, na suplementacéo,
aumento de peso e qualidade da carcaca (HOSSEINI; MEIMANDIPOUR, 2018;
NOURI, 2019). Dentre esses estudos, Meimandipour et al. (2017) também objetivaram
avaliar a utilizacdo de Aloe vera, urtiga e endro nanoencapsulados na dieta de aves
como aditivos alimentares, para melhorar o desempenho, caracteristicas de carcaca
e concentracdes de imunoglobulina sérica (IgM e IgY) em frangos de corte. Os
resultados revelaram que aumentar 0s extratos de ervas ndo encapsuladas e
nanoencapsuladas para 0,05% nas dietas de finalizacdo melhorou o ganho de peso
corporal no periodo de 28 a 42 dias. Ainda, as aves alimentadas com extrato de endro
nanoencapsulado apresentaram um ganho de peso corporal maior em comparacéo
ao grupo com antibiotico. A adicdo de extrato de urtiga nanoencapsulada na dieta
melhorou a eficiéncia da conversao alimentar no periodo de 28 a 42 dias em
comparagdo ao grupo com antibiético. Em comparagcdo com o grupo antibiético, a
nanoencapsulacdo do extrato de endro poderia melhorar profundamente o
desempenho do crescimento e, portanto, pode ser usada como substituto dos
antibioticos na dieta de frangos de corte. Gangadoo et al. (2020) também com a
intencdo de utilizar aditivos alimentares para frangos de corte, testaram o uso de
nanoparticulas de selénio para melhor distribuicdo e absorcdo deste oligoelemento,
sem causar toxicidade. O uso de selénio inorganico na alimentacdo de aves
demonstrou menor biodisponibilidade no tecido mamario e duodeno, e aumento da
acumulacéo nos orgaos envolvidos nos processos de desintoxica¢cdo, em comparagao

70



com a suplementacao organica de selénio e nanoparticulas de selénio. Os resultados
indicam que as nanoparticulas de selénio podem potencialmente ser usadas na
alimentacao de aves como um aditivo de oligoelementos.

Pesquisas na area de antimicrobianos para aves também foram desenvolvidas
utilizando a nanotecnologia. Rassouli et al. (2016) compararam os parametros de
biodisponibilidade e farmacocinéticos da tilmicosina apds administracdo oral de
fosfato de tilmicosina em trés tipos de nanoparticulas lipidicas de tilmicosina, incluindo
nanoparticulas lipidicas sdlidas, carreadores lipidicos nanoestruturados e
nanocapsulas de nucleo lipidico. A biodisponibilidade relativa das trés nanoparticulas
contendo tilmicosina foi maior em relacéo ao fosfato de tilmicosina. A concentracao
plasmatica maxima de farmaco também se apresentou maior apds tratamento com
nanoparticulas de tilmicosina. Em conclusdo, esses sistemas melhoraram o0s
parametros de biodisponibilidade e farmacocinética do medicamento, especialmente
a formulacéo de nanocapsulas de nucleo lipidico, o que sugere um sistema de entrega
eficiente para a tilmicosina. Ainda, Mohammed e Aziz (2019) avaliaram a eficiéncia do
composto quitosana, de nanoparticulas de Oxido de zinco e do composto
quitosana/nanoparticulas de Oxido de zinco contra cepas de Campylobacter. A
presenca de quitosana/ZnONPs levou ao aumento da eficiéncia da quitosana contra
isolados de Campylobacter de frangos de corte e seu ambiente. Além disso, foi
registrado um efeito letal completo do composto de quitosana/ZnONPs a uma
concentracédo de 0,5 uyg/mL e ZnONPs a uma concentragdo de 1,5 ug/mL. Os
resultados mostraram que estas formula¢des séo eficientes contra Campylobacter e
podem ser utilizadas como uma alternativa aos agentes antimicrobianos ineficazes.

Alguns estudos avaliaram as propriedades da curcumina nanoencapsulada no
tratamento de aves de producédo. Sayrafi et al. (2017) avaliaram os possiveis efeitos
protetores da nanocurcumina contra a toxicidade hepéatica induzida pela salinomicina
em frangos de corte. A salinomicina € um medicamento poliéter pertencente ao grupo
ionoforo e tem sido amplamente utilizado por varios anos como anticoccidiano em
diferentes espécies, como as aves. Os medicamentos ionoforos devem ser
administrados com grande precaucdo, pois apresentam baixo indice terapéutico e
qgualquer overdose ou uso incorreto leva a toxicidade irreversivel. Os resultados
mostraram que a nanocurcumina diminuiu 0s niveis séricos medios de AST em

comparagcdo com o grupo salinomicina e diminuiu a incidéncia e a gravidade das
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lesbes hepaticas histopatologicas. Assim, os resultados deste estudo indicaram que
a nanocurcumina poderia proteger o figado contra a toxicidade induzida pela
salinomicina.

Outro estudo foi conduzido para avaliar o efeito da suplementacdo dietética
com nanocurcumina nas caracteristicas da carcaca e nas propriedades fisicas e
quimicas da carne de peito de frango infectado com Eimeria acervulina, Eimeria
maxima e Eimeria tenella. As caracteristicas de carcaga do grupo
infectados/medicados (nhanocurcumina 300 mg/kg) melhoraram significativamente em
comparacdo com o0s grupos infectado/ndo medicado e infectados/medicados
(nanocurcumina 400 mg/kg). Considerando as perdas econdémicas devido aos efeitos
negativos da coccidiose na taxa de crescimento e na qualidade da carne de frangos
de corte, a nanocurcumina, como antioxidante ou aditivo alimentar natural e seguro,
pode ser uma promissora abordagem para melhorar o valor nutricional e os fatores

organolépticos da carne de aves durante o prazo de validade (PARTOVI et al., 2019).
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RESUMO DOS MATERIAIS E METODOS

Esta parte trata das metodologias e resultados utilizados para a elaboragao de
um manuscrito para publicacdo, por isso foram suprimidos.

Estdo descritos os materiais, equipamentos e metodologias empregados no
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo toltrazuril e na avaliagdo
das caracteristicas nanotecnologicas. Ainda, apresenta metologias de avaliacdo da
seguranca in vitro e eficacia profilatica in vivo.

Na sequencia sdo apresentados os resultados, nos quais as nanoparticulas
poliméricas contendo toltrazuril foram produzidas pelo método de deposicao interfacial
de polimero pré-formado utilizando Eudragit® S100 (NCt) ou poli-e-caprolactona
(LNCt) como polimero estruturante. Ambas as formulacdes apresentaram distribuicdo
homogénea de diametro de particula na faixa nanométrica (z-average e Du,3) < 200
nm) e potencial zeta negativo (< -8,93 mV), caracteristico destes polimeros. O
contetdo de farmaco foi proximo a 100% (1 mg/mL) com eficiéncia de encapsulacéo
acima de 90%. As formulacdes expostas a diferentes condicbes de armazenamento
apresentaram teor adequado por até 60 dias, sendo a LNCt a formulacdo mais estavel.
Ainda, quando expostas ao meio gastrointestinal simulado de aves, ndo houve
alteracéo de diametro e de teor das formulacgdes.

Com relacdo a seguranca in vitro, ambas as formulagbes nao diminuiram
significativamente a viabilidade celular de fibroblastos aviarios apés 24 e 48 horas de
exposicao. Em 72 h, em geral, as nanoformulaces foram seguras, exceto a NCsioot
na maior dose avaliada (~60% de viabilidade celular). Além disso, a citotoxicidade
verificada deu-se apenas por danos a membrana plasmatica, ndo ocorrendo danos ao
material genético celular. Quanto a avaliacdo in vivo, observou-se que os diferentes
tratamentos (LNCt 1,75, 3,5 e 7 mg/kg/dia) ndo influenciaram no ganho de peso dos
animais em relag&o ao grupo controle (n&o tratado). Na avaliacao geral histopatoldgica
e de morfometria, os grupos tratados nas doses de 3,5 e 7 mg/Kg/dia apresentaram
resultados semelhantes ao grupo tratado com o medicamento comercial na posologia
indicada (Baycox® 7 mg/Kg/dia). Concluindo assim, que a nanoencapsulagéo é capaz
de diminuir a dose efetiva de toltrazuril pela metade e as formulacdes

nanotecnoldgicas sao promissoras para o tratamento profilatico da coccidiose aviaria.
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9 APENDICE
Apéndice 1

Resultados referentes a validacdo do método de quantificacdo do farmaco

O método de quantificacao do toltrazuril foi realizado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector UV. Uma vez que Silva et al. (2015) descreveram que
a acetonitrila € um dos solventes mais adequados para solubilizar o farmaco toltrazuril,
este solvente foi selecionado para a preparacdo das solucdes e para a extracdo do
farmaco contido nas formulagdes.

Conforme a RDC 166/2017 a seletividade deve ser a capacidade de identificar
ou quantificar o analito de interesse quando na presenca dos demais componentes da
formulacdo, como impurezas, diluentes e demais matérias-primas da formulacdo. O
método mostrou-se seletivo (Figura 20), ou seja, nenhum dos componentes presentes
na constituicdo das nanocépsulas poliméricas é detectado no comprimento de onda

de analise no tempo de retencéo do farmaco que é de 3,4 minutos.
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Figura 20. Cromatogramas obtidos a partir da analise de uma formulacdo de nanocapsulas
(A) NCsi00, (B) LNC e (C) do farmaco livre, com comprimento de onda de analise de 250 nm
e fase mével de andlise do toltrazuril.



O método demonstrou linearidade na faixa de concentracao avaliada, entre 2,5
a 15 yg/mL, com coeficiente de correlacdo de 0,9999 e equacao y=20146x+1808,7
(Figura 21), corroborando com a literatura e permitindo analises de quantificagdo mais
eficazes (SILVA et al., 2015).

350000,0

300000,0 -

250000,0 =

« 200000,0 a

"< 150000,0 e

100000,0 .

50000,0 o
0,0
0 5 10 15 20
Concentragdo (ug/mL)

Figura 21. Média da curva padrao do toltrazuril (n=3) na faixa de concentragéo 2,5 a 15
Mg/mL.

A analise estatistica por ANOVA, analise de variancia, tem a possibilidade de
comparar a média de populacdo amostral, identificando se essas médias diferem
significativamente entre elas. Considerando que o F maior que 0,05 indica linearidade
e o F de significacdo menor que 0,05 indica regressao significativa, a avaliacao
estatistica por ANOVA mostrou desvio da linearidade nao significativo e regressao

linear significativa (Tabela 9).

Tabela 9. Analise estatistica ANOVA da determinagéo de linearidade.
Estatistica de regresséo

R maltiplo 0,999618685
OR-Quadrado 0,999237516
R-quadrado ajustado 0,99918986
Erro padréo 2526,31211
Observacoes 18
F de
gl SQ MQ F significacéo

Regressdo 1 1,33823E+11 1,33823E+11 20968,03521 2,24437E-26
Residuo 16 102116046 6382252,875
Total 17 1,33925E+11
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Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersecéo 1790,227305 1357,842706 1,318434969 0,205920714
Variavel X 1 20148,59733 139,1444694 144,8034365 2,24437E-26
95% 95% Inferior Superior
inferiores superiores 95,0% 95,0%
Intersecéo -1088,27064 4668,725252 -1088,270642 4668,725252
Variavel X 1 19853,62423 20443,57043 19853,62423 20443,57043

A precisdao avalia a proximidade entre os resultados obtidos

por meio de

ensaios com amostras preparadas pelo método analitico a ser validado (RDC

166/2017). Assim, obteve-se um método preciso, com desvio padrao relativo (DPR)
interdia de 0,86% para LNCt e 0,63% para NCsioot e intradia de 1,04% para LNCt e

1,01% para NCsioot. Ainda, mostrou-se exato, com recuperacao de 103,25+0,71% de

toltrazuril a partir da formulacdo LNCt e 102,71+0,46% para NCsioot. O limite de

deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser

detectado e o limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra

que pode ser determinada quantitativamente sob as condigcbes experimentais

estabelecidas (RDC 166/2017). Desta forma, o método apresentou limites de

detecgédo e quantificagdo de 0,1084 ug/mL e 0,3284 ug/mL, respectivamente.

123



Apéndice 2

As Figuras 22, 23 e 24 apresentam as imagens de microscopia de um animal
de cada grupo do duodeno, jejuno e ileo, respectivamente. As imagens apresentam
as vilosidades, cripta e mucosa dos tecidos. Nas vilosidades, em azul, é possivel
observar a presenca de células caliciformes, a quantidade dessas células é
influenciada pelo tipo de tratamento ao qual os animais foram submetidos. Em roxo,
observa-se a presenca de diferentes formas de Eimeria (oocistos e gametas), em que
a quantidade e grau de lesao tecidual também é influenciado pelo tratamento. Assim,
verifica-se a alta quantidade de formas de Eimerias no grupo controle positivo (G2),
no grupo tratado com LNCt 1,75 mg/Kg/dia (G6) e no grupo tratado com LNC (G7).
Consequentemente, nesses mesmos grupos ocorreu a diminuicdo da quantidade de

células caliciformes e diminuicdo na relacéo cripta:vilosidade.
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Figura 22. Imagens de microscopia do duodeno de um animal de cada grupo coradas com
Alcian Blue + Fast Red. Aumento 200x. A: controle negativo; B: controle positivo; C: grupo
tratado Baycox®; D: grupo tratado com LNCt 7 mg/Kg/dia; E: grupo tratado LNCt 3,5
mg/Kg/dia; F: grupo tratado LNCt 1,75 mg/Kg/dia e G: grupo tratado LNC.
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Figura 23. Imagens de microscopia do jejuno de um animal de cada grupo coradas com Alcian
Blue + Fast Red. Aumento 200x. A: controle negativo; B: controle positivo; C: grupo tratado
Baycox®; D: grupo tratado com LNCt 7 mg/Kg/dia; E: grupo tratado LNCt 3,5 mg/Kg/dia; F:
grupo tratado LNCt 1,75 mg/Kg/dia e G: grupo tratado LNC.
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Figura 24. Imagens de microscopia do ileo de um animal de cada grupo coradas com Alcian
Blue + Fast Red. Aumento 200x. A: controle negativo; B: controle positivo; C: grupo tratado
Baycox®; D: grupo tratado com LNCt 7 mg/Kg/dia; E: grupo tratado LNCt 3,5 mg/Kg/dia; F:
grupo tratado LNCt 1,75 mg/Kg/dia e G: grupo tratado LNC.
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10 ANEXOS
Anexo 1

Parecer de aprovac&o no Comité de Etica em Pesquisa da Embrapa Suinos e Aves
ETICA
En@ Certificado*® "

*Em concordéancia com a Orientagdo Técnica CONCEA no 8, de 18 de marco de 2016 (Anexo |)

Certificamos que a proposta intitulada “Desenvolvimento e Avaliacao de

Nanomedicamento para Tratamento de Coccidiose em Frangos de Corte”, registrada

com o n° 002/2018, sob a responsabilidade de Francisco Noé da Fonseca — que envolve
a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) DO(A) Embrapa Suinos e Aves, em reunido de 18/01/2018.

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagao | 02/01/2019 — 30/04/2022

Espécie/linhagem/raga Gallus gallus

N° de animais 200

Peso/ldade 35 gr/ 1 dia
Sexo Machos/Fémeas
Origem Embrapa
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