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NANOTECNOLOGIA COMO
FERRAMENTA PARA MANEJO
DE COCCIDIOSE EM FRANGOS

DE CORTE

A nanotecnologia aplicada a produtos veterindrios é uma drea emergente de pesquisa e desenvolvimento

tecnolégico, e que tem crescido significativamente nos Ultimos anos

Por | Ana Paula Bastos', Francisco Noé da Fonseca?, Lana Flavia Baron® e Karina Paese*

Coccidiose € o termo usado para descrever
uma doenga entérica causada pela infecgdo
com uma ou mais espécies de Eimeria. Esta
¢ uma doenga de grande relevancia na avi-
cultura industrial, seja para frangos de corte ou de postura
(SOLIS, 2008). Em nivel mundial, estima-se que os custos
decorrentes das infecgdes por Eimeria Spp. Sejam em torno
de US$ 2,4-3 bilhdes, sendo 76% deste montante devido as
infecgbes (clinicas e subclinicas) e 24% relacionados aos gas-
tos com tratamento (profilatico ou terapéutico). No Brasil, um
dos maiores produtores e exportadores de frangos de corte
do mundo (14,3 e 4,6 milhdes de toneladas, respectivamente
em 2021), a prevaléncia de Coccidiose € 25% e os prejuizos
podem chegar a US$ 19 milhées/ano (LUCHESE et al., 2007;
AHMAD; EL-SAYED; EL-SAYED, 2016; ABPA, 2022).
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A etiologia desta doenca entérica sdo espécies patogénicas
de Eimeria que pertencem ao filo Apicomplexa, do género
Eimeria spp. Foi relatado que mais de 1.000 espécies de Ei-
meria infectam diferentes animais hospedeiros, como frango,
pato, peru, gado, coelho, ovelha, cdo doméstico e gato. Em
frangos, sete espécies foram descritas por infectar esses
animais; sendo que as principais sao E. tenella, E. maxima e
E. acervulina. As espécies de Eimeria diferem na patogenici-
dade, incluindo a invasao de locais especificos do intestino e
tipo de lesdo produzida (FATOBA; ADELEKE, 2018).

Em relacéo aos frangos de corte, as infecgdes por Eimeria
Spp. S&o responsaveis por grandes perdas na produgao, pois
reduzem o desempenho zootécnico do rebanho e, nos casos
mais graves, levam a morte dos animais (FATOBA; ADELEKE,
2018). Vérios fatores de risco estdo envolvidos nos casos

Crédito: Shutterstock



de Coccidiose,
como a alta den-
sidade em avi-

arios e 0 manejo

inadequado das aves
(GAZONI, 2015).
A doenca clinica em frangos de
corte inclui diarreia (de mucédide
e aquosa a hemorragica), redugéo
no ganho de peso e ingestao de
ragao e, em casos graves, mor-
talidade. A maioria dos frangos
sao infectados com Eimeria spp.
em algum momento de sua vida,
mas apenas alguns desenvolverao
manifestagdes clinicas da Coccidiose. Os
sintomas clinicos tendem a ocorrer em animais jovens, mas
ocasionalmente afetam adultos (FATOBA; ADELEKE, 2018).
Por se tratar de um parasita amplamente distribuido no am-
biente, diversas estratégias sao utilizadas para seu controle,
como o uso de medicamentos e vacinas, sendo a primeira
abordagem a mais utilizada. O desafio com baixos niveis
de Eimeria spp. pode estimular a resposta imune protetora
do hospedeiro e esta é a base das estratégias de vacinagéo.
Normalmente, os medicamentos sao incorporados na racao
ou na dgua e sdo fornecidos durante todo o ciclo de producao
dos frangos de corte, no entanto, o problema dessa estratégia
€ o surgimento de isolados de Eimeria spp. resistentes aos
coccidiostaticos (FATOBA; ADELEKE, 2018). Além disso,
residuos de medicamentos veterindrios em produtos avicolas
podem ser transmitidos aos seres humanos através do consu-
mo de carne contaminada. A baixa e continua exposi¢do aos
antimicrobianos desencadeia diversas implicacdes patoldgi-
cas que sdo consideradas importantes problemas de satide
publica (MUND et al., 2018). Esses fatores tém chamado a
atencdo do setor produtivo, estimulando a busca por novas

abordagens para o manejo dessa parasitose.

A nanotecnologia aplicada a produtos veterindrios € uma
area emergente de pesquisa e desenvolvimento tecnolé-
gico, e que tem crescido significativamente nos ultimos
anos. Diferentes nanossistemas tém sido investigados para
terapia animal, reproducéo, nutricao, etc. (EL-SAYED et al.,
2018). A nanoencapsulagdo de fa&rmacos é uma alternativa

promissora para a terapéutica, pois apresenta a vantagem

de melhorar o efeito bioldgico dos farmacos, reduzindo o
nimero de doses administradas e possiveis efeitos téxicos
(SANDRI et al., 2019).

Em relacédo a Coccidiose, quase ndo ha relatos na literatura
sobre 0 uso de sistemas nanoestruturados como estratégia
terapéutica contra a infecgdo por Eimeria spp. Os estudos se
concentraram essencialmente em nanomateriais inorganicos
como zinco (DKHIL; AL-QURAISHY; WAHAB, 2015) ou prata
(CHAUKE et al., 2012). No entanto, de acordo com estes es-
tudos, os nanomateriais inorganicos apresentaram potencial
limitado devido a menor eficicia em relacdo aos agentes te-
rapéuticos usuais e residuo de carcaga, que enfrentaria pro-
blemas regulatérios para uso, respectivamente. Ao contrario,
as nanoparticulas poliméricas sdo interessantes para esse
fim, pois os materiais utilizados sdo biocompativeis e podem
ser biodegradaveis, e as propriedades fisico-quimicas po-
dem ser moduladas de acordo com o uso final. Outra grande
vantagem do uso desses nanoparticulas é a possibilidade de
reduzir a dose do principio ativo administrada sem afetar a
eficacia terapéutica (POHLMANN et al., 2013).

Portanto, considerando que o Brasil € um dos lideres mundiais
na producgéo de frangos de corte e a tendéncia mundial de
reducéo/retirada do uso de antimicrobianos na producao ani-
mal, a nanoencapsulacdo de anticoccidianos € uma alternativa
promissora para o manejo dessa parasitose, agregando valor

a cadeia produtiva da avicultura.

Levando em consideragdo todo esse cendrio, a Embrapa
Suinos e Aves, em parceria com a Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, vem conduzindo um projeto que visa de-
senvolver uma alternativa de profilaxia e de tratamento para
a Coccidiose em frangos de corte.

Neste projeto, foi utilizado o fArmaco modelo Toltrazuril
(amplo espectro de acao), o qual foi nanoencapsulado pelo
método de deposigdo interfacial do polimero pré-formado
(Figura 01) (FESSIetal., 1989), empregando o polimero poli-€
-caprolactona (LNCt). Para fins comparativos foi preparada
uma formulacédo branca, sem farmaco, nas mesmas condicoes
(LNC). Posteriormente as formulacoes foram caracterizadas
fisico-quimicamente e avaliadas quanto a estabilidade. A
formulagao desenvolvida apresentou caracteristicas nanotec-
noldgicas adequadas, como diametro, potencial zeta e teor,
além de se mostrar estavel quimica e fisicamente e apresentar
grande capacidade de associar farmaco sem a presenca de

nanocristais.
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Figura 01. Esquema de preparacao por deposicao interfacial de
polimero pré-formado de nanocapsulas poliméricas contendo
Toltrazuril. Uma solucao organica contendo polimero, tensoativo
nao ionico de baixo EHL,dleo e farmaco é injetada em uma solugao
aquosa de tensoativo nao ionico de elevado EHL. Na figura em
destaque, devido as caracteristicas fisico-quimicas do Toltrazuril,
este encontra-se disperso no nicleo oleoso das nanocapsulas

ESsaett

os sexos, linhagem COBB, os quais
foram mantidos em isoladores apropria-
dos (n= 10 animais/grupo), com acesso
adgua eracdo avontade. O desafio con-
sistiu em administrar cistos de Eimeria
para desencadear, experimentalmente,
uma infeccdo pelo parasita nas aves
(ZHANG et al., 2016). Durante o expe-
rimento, os animais foram pesados (dia
1, 13, 16 e 21), e ainda se acompanhou
o consumo de ragao.

As aves receberam no 13° e 14° dias de
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vida diferentes doses de Toltrazuril na-
noencapsulado (LNCt 1,75, 3,5 e 7 mg/
kg/dia) (G4, G5 e G6, respectivamente)
por meio da diluigdo adequada da for-
mulagdo no bebedouro dos isoladores.
Para fins comparativos, foram avaliadas

a formulagao branca (sem farmaco,

Ainda, durante o desenvolvimento de novos nanossistemas
de liberagdo de farmacos, é importante estabelecer a
seguranca da nanoformulagdo proposta antes da adminis-
tracao em animais, sendo os ensaios de viabilidade celular,
incluindo diferentes marcadores, as técnicas mais comuns
para esse fim. Assim, considerando que a nanoformulacéo é
destinada a administragdo em aves, a viabilidade celular da
linhagem CEC-12, que consiste em fibroblastos de galinha
imortalizados, foi determinada por diferentes técnicas. A
incubacao por 24h, 48h e 72h nao danificou a membrana
celular, uma vez que a taxa de viabilidade foi superior a
80% independentemente da concentragdo (35,25-141,00
uM) e do tempo de tratamento estudados. Em relacédo a
metodologia que visa avaliar a integridade do material
genético, ndo se observou dano nos mesmos tempos de
tratamento (viabilidade >90%) em uma faixa mais ampla de
concentracoes (14,69-470,00 uM). Em geral, os resultados
in vitro foram promissores, uma vez que a formulacao LNCt
foi considerada nao citotéxica para fibroblastos aviarios,
independente da dose avaliada, do tempo de tratamento
ou da metodologia de avaliagéo.

Nesse sentido, a fim de avaliar a atividade profilatica em
frangos de corte deste novo sistema de entrega de farma-

cos, foram utilizados 70 pintainhos, (Gallus gallus), ambos
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LNC, no volume equivalente a maior
concentracao do tratamento com LNCt)
(G7) e o medicamento de referéncia
(Toltrazuril, 7 mg/kg/dia) (G3). Ainda, foram incluidos
grupo controle positivo (infectado e néo tratado) (G2) e
grupo controle negativo (nao infectado) (G1). No 16° dia, os
animais foram desafiados com os cistos de Fimeria (vacina
Fortegra®/MSD, utilizando 20x a dose normal da vacina) e
no 21° dia os animais foram necropsiados, com realizagao
de andlise macroscoépica de intestinos, figado e rim, que
foram posteriormente coletados e tratados para andlise
histopatolégica, contagem de oocistos, quantificacéo de
imunoglobulinas, gPCR e avaliagao de morfometria do
tecido intestinal.

A administragdo da vacina produziu as lesdes especificas
para todas as cepas (menor extensao para E. tenella) nas
aves desafiadas nao tratadas (G2, controle positivo), e um
resultado semelhante foi encontrado para LNC (G7). Em
contraste, o tratamento com o medicamento de referéncia
(Toltrazuril, G3) néo resultou em alteragdes significativas
no intestino. Quanto a nanoformulacéo, os tratamentos G4,
G5B e G6 apresentaram lesdes leves.

Nas analises histopatolégicas do intestino delgado (duo-
deno, jejuno e ilio) e ceco ndo foram observadas lesdes
Obvias no grupo Gl (animal ndo desafiado). Ao contrario,
sangramento (leve a moderado) no intestino delgado e no

ceco foi detectado em todos os grupos desafiados (G2,



G3, G4, G5, G6 e G7), indicando que as aves do presente
estudo apresentaram infecgao coccidiana moderada/grave.
Aves néo tratadas e desafiadas (G2) e aves tratadas com
nanoformulagéo sem farmaco (G7) apresentaram lesdes
moderadas a graves (escore 3-4). A administragao de
Toltrazuril (G3, G4, G5 e G6) reduziu significativamente
(p<0,05) as lesdes no intestino delgado em relagéo ao
controle positivo, porém, uma menor reducdo na gravida-
de das lesdes foi observada para a menor dose de LNCt
(G6). No ceco, a gravidade da leséo foi heterogénea entre
0s grupos, ainda a administragao de Toltrazuril (G3, G4 e
Gb) pareceu melhorar as lesoes.

Na avaliagao histomorfomeétrica dos intestinos de uma
galinha saudavel, espera-se que a razao altura de
vilosidade:profundidade de cripta (VH:CD) seja de pelo
menos 5 (cinco partes de vilosidade por uma parte da
cripta) (RUANGPANIT et al., 2020), como observado em
Gl. No presente estudo, a descamacao epitelial foi obser-
vada em galinhas desafiadas nao tratadas (G2) e tratadas
com formulacéo sem farmaco (LNC, G7). A administragao
de Toltrazuril (G3) antes do desafio levou a uma melhora

significativa na relagdo VH:CD duodenal (p<0,05) em re-

lagdo ao G2 (controle positivo), assim como o tratamento
com LNCt (G4, G5) para ambos razdo VH:CD duodenal

e jejunal (p<0,05). Curiosamente, nao foi observado au-
mento significativo da razao no ileo para G3 e G4, apesar
de numericamente superior ao controle positivo (G2). No
geral, o tratamento com formulacdes a base de Toltrazuril
(G3, G4 e GB) aumentou a relagao VH:CD no duodeno e
parcialmente no jejuno.

As células caliciformes s@o responsaveis pela secrecao
de mucinas que constituem a camada de muco, que atua
como barreira fisica e apresenta fungdes imunolégicas
para inibir a entrada de patégenos nas células epiteliais
(REYNOLDS et al., 2020). A infecgao por Coccidiose
reduz a densidade de células caliciformes no intestino,
afetando o desenvolvimento e o desempenho das aves.
No presente estudo, a dose de desafio reduziu signifi-
cativamente (p<0,05) cerca de 50% da quantidade de
células caliciformes nas galinhas néo tratadas (G2)
em comparacdo as ndo desafiadas (Gl) em todos os
segmentos do intestino delgado (Figura 02). Isso é
semelhante ao que ocorreu com as aves tratadas com
LNC (G7), mostrando que o proprio nanocarreador ndo
teve efeito protetor contra infecgao por Eimeria ssp. O
tratamento precoce com Toltrazuril (G3) e LNCt (G4
e GB) evitou significativamente a reducgédo das células

caliciformes (p<0,05) quando comparado ao controle
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Figura 02. Intestino delgado corado com Hematoxilina e PAS. (A) controle positivo. (B) Toltrazuril (7 mg/kg/
dia), (C) LNCt (7 mg/kg/dia), (D) LNCt (3,5 mg/kg/dia) e (E) (1,75 mg/kg/dia). (F) LNC (volume equivalente a
LNCt 7 mg/kg/dia): intestino apresentando contaminacao grave por Eimeria spp. Ampliacao, 100X

positivo (G2), marcadamente no duodeno, com leve e
menor efeito no jejuno e ileo, respectivamente.

A administrac@o de nanocapsulas (LNC e LNCt), bem
como o Toltrazuril ndo alterou a ingestdo alimentar e
hidrica, pois nao foi observada diferenga no desenvol-
vimento de peso em relagdo ao grupo controle negativo
(Gl). Considerando a contagem de oocistos, como es-
perado, nenhuma contagem de OPG foi observada antes
do desafio; por outro lado, as contagens de oocistos de
Eimeria aumentaram 2 dias apés o desafio no grupo
desafiado néo tratado (G2), o que poderia explicar a
rdpida aquisicdo de imunidade ativa, como IgA e IgM
(TAYLOR; CATCHPOLE, 1994). Além disso, 0s animais
tratados com Toltrazuril apresentaram excregao insigni-
ficante de oocistos, o que foi confirmado por gPCR de
Eimeria spp., sendo possivel detectar DNA de Eimeria
nos grupos tratados, embora em quantidades baixas.
Um aspecto importante a ser destacado € que nédo hou-
ve amplificagao de Eimeria no Gl (controle negativo),
evidenciando que ndo ocorreu contaminacao cruzada
no experimento.

Em relacéo a andlise da mucosa, o sistema imunolégico
neste local do intestino enfrenta o desafio de eliminar
potenciais patébgenos, mantendo uma relagdo mutua-

mente benéfica com a microbiota comensal. A IgM é o
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isotipo predominante produzido apds a exposicao inicial
a um novo antigeno, enquanto os anticorpos secretores
da classe IgA (SIgA) representam a primeira linha de
defesa imunolégica antigeno-especifica no limen in-
testinal. Embora a SIgA ainda ndo tenha demonstrado
qualquer acdo protetora em galinhas durante a Cocci-
diose (Cirard, et al., 1997), o desafio (sobredosagem
da vacina coccidiana) pode afetar a fungao de barreira
imunolégica da mucosa intestinal. A infecgéo por Eime-
ria estimula a imunidade humoral, portanto, o aumento
da produgéo de imunoglobulinas (IgA e IgM) é maior na
area parasitada (duodeno) (Girard, et al., 1997; TREES
et al., 1995; LILLEHOJ and JAMES, 1996) e os niveis
de anticorpos estao relacionados com a gravidade da
infecgdo (ONAGA et al., 1986), bem como com o nivel
de exposicao ao parasita (GILBERT et al., 1988). O trata-
mento com Toltrazuril nos grupos infectados (Toltrazuril
e LNCt) preveniu ou reduziu a infecgdo por Eimeria nas
aves, conforme descrito nos achados de OPG e gPCR.
Os grupos infectados-tratados apresentaram menor
infecgédo e, consequentemente, menor producédo de
imunoglobulinas, quando comparados aos animais do
grupo infectado nao tratado (controle positivo).

Considerando a eficicia na profilaxia da infeccéo por

Eimeria ssp. quanto aos parametros histopatolégicos,



os grupos G4 e G5 (7 e 3,5 mg/kg/dia, respectivamente) apresentaram
lesbes macroscoépicas leves, semelhantes ao G3 (Toltrazuril, 7 mg/kg/
dia). Além disso, corroborando esses resultados, a analise histolégica
no intestino delgado e ceco indica que os escores das lesdes foram
semelhantes entre estes trés grupos. Foi observado também que os
diferentes tratamentos avaliados nao afetaram o ganho de peso nem o
consumo de ragdo ao longo de todo o periodo de andlise. Esses achados
sugerem que a nanoencapsulacao do Toltrazuril possibilitou reduzir pela
metade sua dose para o tratamento da Coccidiose, uma vez que a mesma
resposta foi observada em comparacdo ao medicamento de referéncia.
Os resultados no presente estudo apontam para uma nova alternativa de
tratamento preventivo de Coccidiose em frangos de corte, apresentando a
possibilidade de desenvolvimento de formulagdes contendo outros farma-
cos anticoccidianos. Nesse contexto, até onde sabemos, este é o primeiro
relato que avaliou nanocépsulas poliméricas contendo um farmaco anti-
coccidiano (Toltrazuril), sendo uma abordagem promissora para o controle

profilatico de infecgdo de Eimeria ssp. em aves.

PERSPECTIVAS

A nanoencapsulacdo de farmacos anticoccidianos mostra-se como
uma estratégia promissora, uma vez que viabiliza a reducédo da dose de
tratamento sem afetar o efeito antiparasitario nas aves em relacdo aos
medicamentos de referéncia. Com relagdo a pesquisa em andamento
com o Toltrazuril, o novo nanossistema de liberagdo desenvolvido foi
eficiente na profilaxia de Coccidiose em aves, e novos experimentos
estdo em andamento para avaliar o efeito terapéutico, ou seja, em aves
ja contaminadas sendo tratadas com o nanomedicamento. Além disso,
essa plataforma proposta de nanoencapsulamento de farmacos, ou
outros ativos de interesse, abre possibilidades para avancar o manejo
de doengas de aves, que ndo respondem tao bem as ferramentas tera-

péuticas convencionais disponiveis. @
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