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INTRODUCAO

A coccidiose é uma doenca causada por protozoarios intracelulares principalmente do género Eimeria que
afetam o trato intestinal dos animais de producgéo, sendo responsaveis por grandes perdas econdmicas no
setor agropecuério. Usualmente, os farmacos sdo incorporados na agua e sdo fornecidos durante todo o
ciclo produtivo das aves. 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 contaminadas. Neste contexto, a nanotecnologia, por meio de
nanocarreadores de farmacos, mostra-se uma alternativa interessante para o controle da coccidiose, pois
€ possivel, via nanoencapsulagdo, melhorar o efeito biolégico de farmacos, reduzindo o nimero de doses
administradas e possiveis efeitos toxicos (Brandao et al., 2011; Jabir et al., 2012). Logo, considerando que
o Brasil € um dos lideres mundiais da produgéo de frangos de corte e no sentido de agregar valor a cadeia
produtiva de insumos agropecuarios, o presente estudo tem por objetivo avaliar a viabilidade celular frente
a um nanomedicamento para o tratamento de coccidiose aviaria.

MATERIAL E METODOS
Foi utilizado o farmaco toltrazuril (amplo espectro de acao), o qual foi nanoencapsulado pelo método de
deposicéo interfacial do polimero pré-formado (Fessi et al., 1989), empregando os polimeros poli-€-
caprolactona (LNCt) ou Eudragit® S100 (NCt). Para fins comparativos, formulagdes brancas, sem farmaco,
também foram preparadas nas mesmas condi¢cdes (NC e LNC). Posteriormente as formulacdes foram
caracterizadas fisico-quimicamente quanto ao didmetro, homogeneidade na distribuicdo de diametro,
potencial zeta, pH, teor e taxa de associagdo, com prévia validacdo do método analitico.

O cultivo celular foi realizado com as células CEC-32 (linhagem celular de fibroblasto aviario), incubadas a
37 °C em atmosfera de 5% CO> e meio DMEM low (Gibco). As nanoformulacdes e o farmaco livre foram
aplicadas aos pocos e a viabilidade celular foi analisada nos tempos de 24 h, 48 he 72 h.

As células tratadas com as formulagdes foram avaliadas pelo kit LIVE/DEAD® (Invitrogen), uma metodologia
gue se baseia na determinagdo simultanea de células vivas e mortas através de parametros de viabilidade
celular como a atividade da esterase intracelular e integridade da membrana plasmatica, empregando os
componentes fluorescentes marcadores celulares A (calceina AM) e B (homodimero de etidio). As
concentragfes utilizadas das nanoformulacdes foram de 2,5% (v/v), 5,0% (v/v) e 10,0% (v/v) em solucgéo.
Ap0s incubagdo com os reagentes foi realizada analise em citdbmetro de fluxo.

Ainda, as células foram avaliadas através do kit APO-DIRECT® (Invitrogen), € um método de coloracéo
para rotular quebras de DNA e DNA celular total para detectar células apoptoticas por citometria de fluxo.
Isso ocorre marcando as extremidades 3'-hidroxila com nucleotideos trifosfato de fluoresceina-desoxiuridina
diretamente conjugados (FITC-dUTP). As concentragdes utilizadas das nanoformulagdes foram ampliadas,
para verificar possivel efeitos toxicos ao DNA numa faixa maior de concentragdo, de 1,03% (v/v), 2,06%
(VIV), 4,12% (vIV), 8,25% (v/v), 16,50 %(v/v) e 33,00% (V/v).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os principais resultados da caracterizagao fisico-quimica estdo apresentados na Tabela 1, este conjunto
de resultados corrobora a qualidade nanotecnoldgica das duas formulagbes desenvolvidas, tanto
empregando como polimero o Eudragit S100 (NCt) quanto a poli-e-caprolactona) (LNCt).

A partir dos resultados obtidos com a metodologia do kit LIVE/DEAD® todas as nanoformulagdes testadas
(NC, LNC, NCt, LNCt) apresentaram viabilidade celular acima de 90%, tanto no tempo de 24 h (Figura 1A)
quanto de 48 h (Figura 1B) de tratamento, independente da dose. Nesses mesmos tempos de exposi¢éo
observou-se tendéncia de queda da viabilidade das células quando expostas ao farmaco livre. A partir do
tempo testado de 72 horas (Figura 1C) houve queda na viabilidade celular para todas as formulactes
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testadas, principalmente da formulacdo NCt, ficando com menos de 60% de viabilidade com o uso de 10,0%
de formulac&o, sendo observado que neste tempo e concentracéo hd dano a membrana plasmatica.

No entanto, nas andlises utilizando o kit APO-DIRECT®, para verificar danos ao material genético, todas as
formulacdes testadas em 24 h (Figura 2A), 48 h (Figura 2B) e 72 h (Figura 2C) apresentaram viabilidade
celular superior a 80% independente da concentracédo, mas apresentando uma tendéncia de diminuicao da
viabilidade celular com o aumento da concentragdo do farmaco livre.

CONCLUSOES
O conjunto de resultados obtidos demonstra a potencialidade das nanocépsulas poliméricas, principalmente
as nanocapsulas de nucleo lipidico, em atuarem como sistemas carreadores do farmaco anticoccidiano
toltrazuril. Os resultados indicam que este sistema nanoestruturado € promissor para continuidade dos

demais experimentos in vitro e in vivo.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas contendo toltrazuril (n=3).

pH Diametro médio Potencial zeta Teor (%) Eficiéncia de encapsulagao
(nm) (%)
LNCt 5,1+0,2 191+6 -7,72+0,40 100,26+1,14 93,25
NCt 4,1+0,4 166+4 -11,53+0,50 98,87+2,12 92,68
100 ne
Az NP A
5 1N 100 ; P s L
e N N AnARSen i
2 . NV 3w NG LN
9 N N U
3 |7 H NG | HEIND
= 4 7 N N NV
3 20 4 ? 8 2 s 2 % \ S %
s 1N 3 z é NV INEAND
- AN K 3 7 NV N NY
= 74 9 %l s 20 Z s ’ é § § ?
L EELELEEELEL G LSS . 7 NAlE ZNIEIZNIZ
A% h% Vv
2,5% 50%  10,0% SO EEIEEEEIEEEELIOOEESEEEE G S &
Formulagdes (v/v) 1,03% 2,06% 412% 8,26% 16,50% 33,00%
Formulagoes (viv)
9 > 1004
B s 7 o B AN N R A1 =z QP
3 5 : 5 NG HHEHNG
: MEEL N N
% g 3 N HEING \E
5 4 2 g HHHHNG NG
g ; fo NG NG
= ZIN| N H
g ! % NG HEHNG
g % £ g INHEANA NIEENIZ
[ ] 4] i Pl B > Z § s ’ Z § H s ’
SELEEEILE LA S & NEZNIZINE = 212 INENY
V V'
2,5% 5,0% 10,0% LESEEEEIAECEIAEEEIOE LA LR e e
Formulagdes (viv) 1,03% 2,06% 4,12% 8,25% 16,50% 33,00%
Formulagdes (viv)
3 100
s % ZIN 7 Z N
5 i o N AHIIRE
7 2 N % VN U
7 E ANEIEIN NHEINA
g ] 3 o INFIFING INENNY
] 7 b MNHUNY UINE NV
g 7 3 ANEIFINY N %
= 7 N N N %
3 7 § 0 ANEIFN VNN
2 7 = N NI N NV
8 7 ; , ANEIEING NIEIZINIZ
s E|lll7 H B 2 NFHHNY NN
|z S HE S ® ' \ N ’ N N
ElAANE H ANEIEINA NN
TINEZ N N %
£ ‘\c; A ‘\o‘\(,:}\c:( AEEES ‘\c; QeSS i g NNHNY ; INEFINY |
2,5% 5,0% 10,0% LESACELESACEELAL CELEAE SR LGSR e S &
Formulagdes (v/v) 1,03% 2,06% 4,12% 8,25% 16,50% 33,00%

Figura 1. Viabilidade celular de fibroblastos aviarios em 24
h, 48 h e 72 h através do % de células viaveis para as
diferentes concentracdes das formulacbes testadas
(utilizando o kit LIVE/DEAD®). NC: nanocéapsula polimérica
de Eudragit® S100; NCt: nanocapsula polimérica de
Eudragit® S100 contendo toltrazuril; LNC: nanocépsulas de
nucleo lipidico de poli (e-caprolactona); LNCt: nanocapsulas
de nucleo lipidico de poli (e-caprolactona) contendo
toltrazuril; livre: solucao toltrazuril.
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Figura 2: Viabilidade celular de fibroblastos aviarios em no
tempo de 24 h, 48 h e 72 h através do % de células viaveis
para as diferentes concentracdes das formulagdes testadas
(utilizando o kit APO-DIRECT®). NC: nanocapsula polimérica
de Eudragit® S100; NCt: nanocapsula polimérica de
Eudragit® S100 contendo toltrazuril; LNC: nanocapsulas de
nucleo lipidico de poli (e-caprolactona); LNCt: nanocapsulas
de nucleo lipidico de poli(e-caprolactona) contendo
toltrazuril; livre: solucao toltrazuril.



