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RESUMO

A toxoplasmose ocular € uma infecgdo intraocular que pode resultar em danos irreversiveis,
como a perda completa da visdo. O tratamento da toxoplasmose ocular é limitado devido a
dificuldade em transportar doses efetivas do farmaco presente na circulagcdo sanguinea para o
interior do olho. Isto ocorre devido a anatomia ocular que apresenta duas barreiras: retiniana e
hemato-aquosa. Para contornar estas barreiras oculares que impedem a penetracdo dos
farmacos no olho, sistemas intraoculares de liberacdo de farmacos tém sido desenvolvidos.
Estes sistemas podem ser representados por sistemas poliméricos nanoparticulados
incorporados com farmacos, tais como a espiramicina. Estas nanoparticulas podem ser
injetadas no interior do olho, ultrapassando a barreira hemato-retiniana, permitindo uma
liberacdo prolongada e em concentracGes terapéuticas do farmaco, levando ao aumento da
eficdcia terapéutica e a reducdo de efeitos colaterais. A espiramicina possui importante
atividade anti-inflamatoria e antiparasitaria. Diante disto, nanoparticulas constituidas de
polimero poli(e-caprolactona) contendo o fa&rmaco espiramicina representam uma alternativa
terapéutica promissora para o tratamento da toxoplasmose ocular. As nanoparticulas foram
desenvolvidas pelo método de nanoprecipitacdo utilizando o delineamento fatorial 23 com
réplicas no ponto central. Tais sistemas foram caracterizados através da andlise de tamanho,
indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta (PZ). Selecionou-se a formulagdo otimizada que
apresentava 164,47 nm de didmetro,0,094 de IP,-26,13 de PZ.Foi desenvolvido um método
espectrofotométrico para determinar a eficiéncia de encapsulacdo da espiramicina pelas
nanoparticulas Na andlise de porcentagem de encapsulacdo da espiramicina foi 70% a 85%.
Em concluséo, estes resultados sugerem que os sistemas nanoparticulados desenvolvidos sdo
promissores no direcionamento do farmaco para o tratamento localizado da toxoplasmose
ocular.

Palavras-chave:Espiramicina, nanoparticulas, nanoesferas, toxoplasmose ocular.



ABSTRACT

Ocular toxoplasmosis is an intraocular infection which can result in irreversible damage, such
as complete loss of vision. Treatment of ocular toxoplasmosis is limited because of the
difficulty in transporting effective doses of the drug present in the bloodstream into the eye.
This occurs due to the ocular anatomy that presents two barriers: retinal and blood-aqueous.
To circumvent these ocular barriers that prevent drug penetration into the eye, intraocular
drug delivery systems have been developed. These systems may be represented by
nanoparticulate polymer systems incorporated with drugs, such as spiramycin.These
nanoparticles can be injected into the eye, bypassing the blood-retinal barrier, allowing
prolonged release and therapeutic drug concentrations, leading to increased therapeutic
efficacy and reduced side effects.Spiramycin has important anti-inflammatory and
antiparasitic activity. In view of this, nanoparticles consisting of poly (e-caprolactone)
polymer containing the drug spiramycin represent a promising therapeutic alternative for the
treatment of ocular toxoplasmosis. The nanoparticles were developed by the nanoprecipitation
method using the 23 factorial design with replicates at the central point. These systems were
characterized by size, polydispersity (PI) and zeta potential (PZ) analysis. A
spectrophotometric method was developed to determine the encapsulation efficiency of the
spiramycin by the nanoparticles. In the percentage encapsulation analysis of spiramycin, it
was 70% to 85%. In conclusion, these results suggest that the nanoparticulate systems
developed are promising in targeting the drug for localized treatment of ocular toxoplasmosis.

Keywords: Spiramycin, nanoparticles, nanospheres, ocular toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose ocular ¢ uma doenca provocada pelo Toxoplasma gondii
(COMMODARO et al.,2003), um parasita intracelular obrigatorio, demarcada por uma
inflamacédo da retina e da cordide (retinocoroidite), a qual tem sido apontada como uma das
predominantes causas de uveite posterior infecciosa no mundo (OZGONUL; BESIRLI,
2017).

A efetividade no tratamento de uma doenca necessita de um transporte eficiente de
doses adequadas dos agentes farmacologicos exclusivamente nos locais acometidos. O
tratamento convencional da toxoplasmose ocular consiste na aplicacao oral de pirimetamina e
sulfadiazina, os quais podem estar associados ou ndo a clindamicina, espiramicina e
corticosteroides (SOHEILIAN et al., 2011; ROBERT-GANGNEUX, 2014; MONTAZERI et
al., 2018).

Todavia, tais farmacos podem desencadear efeitos adversos e/ou tdxicos sistémicos.
Além disso, estes farmacos, disseminados sistemicamente, ndo alcancam, em quantidades
terapéuticas, o interior do olho devido a existéncia de duas barreiras oculares denominadas
hematorretiniana e hematoaquosa, as quais impossibilitam/reduzem a penetracdo do principio
ativo no olho (ALDAY; DOGGETT, 2017).

Um tratamento alternativo para a toxoplasmose ocular é a administracdo de injecoes
intraoculares de antibiéticos e anti-inflamatérios (MAZZA et al., 2018). Todavia, estas
injecBes podem resultar em um aumento da pressdo intraocular, hemorragias e deslocamento
da retina (MELLO et al., 2010). Farmacos administrados na cavidade vitrea através de
injecdes sdo rapidamente eliminados desta regido, visto que o sistema de depuracdo €
eficiente, resultando em um menor tempo de meia vida dos farmacos, o qual ndo garante a

completa erradicacdo do parasita intraocular (CHOUDHURY et al., 2015).

Para contornar as desvantagens referentes a administracdo sisttmica de farmacos e das
injecdes intraoculares, sistemas de liberacdo de farmacos tém sido desenvolvidos visando o
tratamento local da toxoplasmose ocular. Tais sistemas podem ser constituidos por polimeros
biodegradaveis, incorporados de farmacos, o qual apresenta dimensfes nanomeétricas (PARK
etal., 2019).
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Esses sistemas poliméricos podem ser inseridos no interior do olho, transpondo as
barreiras hemato-retiniana e hemato-aquosa, permitindo assim a liberacdo do farmaco por
tempo prolongado e em concentracBes que estejam compreendidas na faixa terapéutica
(SAMY et al., 2019). Como o farmaco sera liberado continuamente no local de a¢do, diminui-
se a probabilidade de efeitos colaterais e/ou toxicos sistémicos referentes a administracéo do

farmaco.

Diante do exposto, no presente trabalho foram elaborados sistemas nanométricos
constituidos por poli(e-caprolactona) (PCL), um polimero biodegradavel e biocompativel, e
espiramicina, um farmaco que atua contra o Toxoplasma gondii (T. gondii), destinados ao

tratamento localizado do processo infeccioso ocular induzido por este parasita.

15



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

v

Desenvolver e caracterizar sistemas poliméricos nanoparticulados destinados ao

tratamento da toxoplasmose ocular.

2.2 Objetivos Especificos

v

Desenvolvimento farmacotécnico de sistemas nanoparticulados contendo PCL e
espiramicina (formulagéo piloto);

Otimizagdo da formulagdo piloto por meio do planejamento experimental fatorial 23
com réplicas no ponto central;

Determinacgdo das caracteristicas fisico-quimica da nanoesfera por meio da anélise de
tamanho, indice de polidispersdo e carga superficial (potencial zeta);

Andlise estatistica (ANOVA) a fim de verificar se as varidveis premeditadamente
alteradas para a elaboracdo das formulacGes do delineamento fatorial exercem
influéncia significativa no tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta.
Determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo da espiramicina nos sistemas

nanoparticulados.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1Toxoplasmose

A infeccdo por T. gondii apresenta significativos impactos econémicos e sociais
(WANG et al., 2017). Este parasita pode contaminar todos os animais vertebrados inclusive
humanos (WHITE et al.,2014). Em individuos imunocomprometidos, como na AIDS ou em
pacientes com cancer, a infeccdo por este parasita pode ocasionar encefalite grave e
retinocoroidite (HERRMANN et al.,2012; WANG et al., 2017). Além do mais, a infeccéo
congénita por este parasita tem sido apontada como uma das principais causas de aborto
espontaneo, nascimento prematuro ou até mesmo doencas significativas no recém-nascido
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004)

Pertencente ao filo Apicomplexa, o T.gondii encontra-se sob trés fases infecciosas
béasicas do ciclo de vida: esporozoitos, taquizoitos e bradizoitos. O esporozoito é a forma que
se encontra dentro de oocistos esporulados que sdo ingeridos do ambiente. O taquizoito é a
forma de crescimento mais répida e € responsavel por propagar a infeccdo dentro de um
hospedeiro. Por fim, o bradizoito é a forma que se divide lentamente em cistos teciduais, que
por sua vez, sdo responsaveis pela infeccdo crénica (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998;
GUITON et al., 2017).

Gatos e outros felideos servem como hospedeiros definitivos gerando oocistos, forma
ambientalmente resistente achada nas fezes de gatos infectados propagada pela ingestéo,
causando uma infeccdo que se transforma em taquizoitos, a forma mais agil de replicacdo
deste organismo que se propaga por todo o corpo, estes podem disseminar infeccdo se forem
injetados em um hospedeiro (como por exemplo em um acidente de laboratdrio ou através de
uma transfusdo de sangue). J& os bradizoitos, encontram-se inicialmente em cistos teciduais
no musculo e cérebro do hospedeiro intermediario e, quando ingeridos estes causam a
modificacdo da infeccdo em bradizoitas (Esquema simplificado na Figura 1). Todas as formas
encontram-se em tamanho proximo de 2 a 6 pum de largura e 4 a 8 um de comprimento, a
extremidade anterior € composta por organelas secretoras, conhecida como complexo apical
que sdo utilizadas na invasdo. A locomocdo advém de um processo chamado de motilidade de
deslizamento, mecanismo fundamentado em actina que é essencial para a migracdo de

parasitas através dos tecidos através das barreiras biologicas na invasdo e saida de células
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hospedeiras (SIBLEY; HAKANSSON; CARRUTHERS, 1998; SOLDATI; MEISSNER,
2004; BULLEN et al., 2009; DAHER et al., 2010).

Figura 1 - Ciclo de vida do T.gondii
-
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Fonte: WANG et al., 2019

Integrantes da familia felina sdo os hospedeiros definitivos do organismo, ao passo
gue humanos e demais espécies podem servir como hospedeiros intermediarios. O contagio
por humanos transcorre por trés vias principais: (1) ingestdo de carne infectada crua ou cozida
inadequadamente; (2) ingestéo de oocistos (forma ambientalmente resistente do parasita,
evacuada por gatos, a qual é encontrada em solos); (3) por meio da transmissao vertical, da
mée para o feto (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

3.1.1 Toxoplasmose Ocular

O T. gondii é apontado como um dos principais agentes causadores de uveite posterior
em todo o mundo (DARD et al.,2017). Este parasita possui elevada afinidade pelo endotélio
microvascular da retina, sendo a retina o principal local de infec¢do no olho (SMITH et al.,
2004). A toxoplasmose ocular é reconhecida como uma inflamagéo da retina e da coroide
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(retinocoroidite). A retinocoroidite toxoplasmética pode ocorrer durante a fase inicial da
infeccdo ou tardiamente apds a doenca sistémica, sendo o periodo de laténcia muito variavel.
Normalmente, nos casos de toxoplasmose ocular, pressupGe-se que houve a reativacdo de
infeccdes latentes congénitas ou adquiridas (PREVIATO et al., 2015). Como resultado do
processo infeccioso, lesOes cicatrizadas e inativas sdo formadas, podendo levar a um
desaparecimento subito da visdo (MUCCIOLI; BELFORT, 2007; PARK; NAM, 2013).

A infeccdo sem sintomas raramente é tratada. Entretanto, os farmacos pirimetamina,
sulfonamida e leucovorina compem a combinacdo comum de farmacos utilizados nas formas
graves da doenca. Mulheres gravidas normalmente sdo tratadas com espiramicina. Outras
opcdes sdo a associacdo de pirimetamina com clindamicina, cotrimoxazol, azitromicina ou
atovaquona. Mas, apesar do tratamento medicamentoso estabelecido, os efeitos colaterais e/ou
toxicos provenientes das combinagdes de pirimetamina, juntamente com outros macrolideos
como a azitromicina, exige que o tratamento da toxoplasmose ocular seja realizado por um
longo periodo (podendo ir de semanas a meses, até ano) (ANDREWS; FISHER; ADAMS,
2014).

3.1.2 Tratamento da Toxoplasmose

Todos os regimes terapéuticos disponiveis exercem papéis limitados na prevencao da
recorréncia, pois s6 atuam contra a fase dos taquizoitos, ndo exercendo atividade significativa
contra os cistos. Portanto, ndo podem curar as infeccdes persistentes (ALDAY; DOGGETT,
2017). Os farmacos distribuidos sistemicamente ndo atingem em quantidades suficientes o
interior do olho, devido a baixa penetracdo intraocular destes farmacos, isto ocorre devido a

presenca das barreiras hematorretiniana e hematoaquosa (MELLO et al., 2010).

O esquema terapéutico da toxoplasmose preconizado pelo sistema Unico de saude
(SUS) abrange a administragcdo, por adultos, nos 3 primeiros dias de tratamento, de
pirimetamina (75 a 100 mg) e sulfadiazina (500 a 1000 mg), 2 a 4 vezes ao dia, e acido
folinico (5 a 10 mg) por dia, em dose Unica. Do quarto dia de tratamento em diante, deve-se
administrar pirimetamina (25 a 50 mg) e sulfadiazina (500 a 1000 mg), 2 a 4 vezes ao dia, e
acido folinico (5 a 10 mg) por dia, em dose Unica. Este esquema terapéutico deve perdurar por
4 a 6 semanas. No caso de gestantes, a espiramicina (750 a 1000 mg) deve ser administrada a
cada 8 horas; ou a clindamicina, na dose de 600 mg a cada 6 horas. Estes farmacos substituem

a pirimetamina no primeiro trimestre de gravidez, devido ao fato de ser teratogénica, e a
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sulfadiazina, no terceiro trimestre, pelo risco de desenvolver kernicterus. Utiliza-se também

prednisona (40mg/dia), por 1 semana, e 20mg/dia, por outras 7 semanas (BRASIL, 2010).

Este esquema terapéutico recomendado pelo SUS deve ser administrado por via oral,
por tempo prolongado, os quais podem levar ao desenvolvimento de efeitos colaterais graves.
Além destes efeitos, a pirimetamina e a sulfadiazina também estdo correlacionadas a reacdes
graves raras, mas que podem ser fatais, incluindo agranulocitose, Sindrome de Stevens-
Johnson, necrolise epidérmica toxica e necrose hepatica (ALDAY; DOGGETT, 2017).

Desta forma, diante da existéncia dos efeitos colaterais e toxicidade do esquema
terapéutico primério indicado no tratamento da toxoplasmose ocular (pirimetamina e
sulfadiazina), muitos pacientes interrompem o tratamento primario recomendado, e optam por
esquemas terapéuticos alternativos (baseados em sufalmetoxazol, trimetoprina, atovaquona ou
azitromicina). Entretanto, o uso dessas terapias alternativas é baseado em poucos estudos
clinicos, e esses regimes tém taxas semelhantes de intolerancia pelo paciente (JACOBSON et
al., 2001).

A terapéutica da toxoplasmose ocular também pode ser realizada através da
administracdo de injecdes intraoculares de farmacos antibidticos e anti-inflamatérios.
Todavia, tais inje¢cOes podem levar a um aumento da presséo intraocular, hemorragias e
outros, no qual sdo agressbes importantes quando se trata de um olho inflamado e/ou
infectado e ja acometido (KUNDU et al., 2010).

Em um estudo nd&o comparativo, em um multicéntrico, 20 pacientes com
toxoplasmose ocular, com envolvimento do segmento posterior do olho, que foram
intolerantes ou contraindicados a terapia por via oral, receberam injecdes intravitreas de
clindamicina (1,5 mg/0,1 mL) e dexametasona (400 mg/0,1 mL), uma vez por semana, pelo
periodo de quatro semanas, durante a gravidez. Durante os 24 meses de acompanhamento
apos o tratamento, a toxoplasmose ocular havia sido resolvida em quase todos os casos, sendo
gue em dois olhos, ndo houve alteracdo do quadro. Efeitos adversos sistémicos ou oculares
ndo foram reportados, permitindo demonstrar a efetividade do tratamento utilizando-se a
cavidade vitrea como via alternativa de administracdo de farmacos para tratar a toxoplasmose
ocular (LASAVE et al., 2010; MAENZ et al., 2014).

Todavia, em outro estudo clinico, a reducdo da lesdo ocular apds administracdo de

farmacos por via sistémica foi semelhante aquela observada ap6s a administracdo por via
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intravitrea. Tal fato pode ser explicada pela maior susceptibilidade do T. gondii presente no
sangue do que a dos parasitas intraoculares (SOHEILIAN et al., 2011; MAENZ et al., 2014).

Os efeitos colaterais mais significativos sdo devidos a morte celular em 6érgdos e
tecidos saudaveis. Isto ocorre devido a falta de especificidade de grande parte dos farmacos
utilizados atualmente (TANAKA et al., 2009), evidenciando a necessidade de
desenvolvimento de pesquisas abrangendo a nanotecnologia, visando o desenvolvimento de
formas farmacéuticas ndo convencionais que diminuam os efeitos adversos alicercados a uma

possivel liberacdo controlada de antiparasitarios.

3.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia é o ramo da ciéncia e engenharia encarregados da elaboracdo e
pesquisa de materiais e/ou estruturas utilizados em escala nanométrica. O tamanho dessas
particulas possibilita diferentes comunica¢Ges com biomoléculas nas superficies celulares e
intracelulares, onde estas podem influenciar em varias propriedades celulares fisico-quimicas
e bioquimicas (HOET; BRUSKE-HOHLFELD; SALATA,2004)

O que diferencia um nanomaterial dos demais materiais € o aumento consideravel da
superficie de contato. Na superficie dessas particulas podem ocorrer reacGes quimicas nas
quais uma certa quantidade de material nanoparticulado sera mais reativo quando comparado
com uma mesma quantidade de material feito com particulas maiores, a biodisponibilidade
esta diretamente relacionada ao tamanho de particula do farmaco, quando reduz-se o tamanho
das particulas, aumenta-se a biodisponibilidade do farmaco, contribuindo para um aumento da
taxa de dissolucdo, melhorando a solubilidade e biodisponibilidade de ativos farmacolédgicos
insoltveis (PISON et al., 2006).

A nanotecnologia vem sendo foco de interesse de forma crescente, especialmente no
gue tange a sua aplicacdo na vetorizacdo de farmacos (PISON et al., 2006). Sendo as
nanoparticulas constituidas por polimeros um dos principais vetores de farmacos, uma vez
que apresentam potencial terapéutico e extensa estabilidade em fluidos biologicos durante o
seu armazenamento. Sao uma das principais linhas de pesquisa biofarmacéutica especialmente

no desenvolvimento de sistema de liberacdo de farmacos em sitios especificos o qual
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possibilitou a otimizacdo da velocidade de cedéncia, regime de dosagem e redugdo da
administragdo de farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Normalmente, os nanomateriais podem atuar diretamente em um microrganismo ou
como carreadores. Neste ultimo papel, farmacos ou moléculas podem ser encaminhados para
0 Orgdo alvo (especialmente patdgenos intracelulares), aumentando assim a
biodisponibilidade e estabilidade do farmaco e/ou molécula, visto que sdo conhecidas
numerosas substancias com potencial terapéutico, todavia com baixa biodisponibilidade no
organismo. Isto ocorre devido a uma melhora no sistema de liberagdo do mesmo, impedindo
uma degradacdo quimica e até mesmo enzimatica da substancia terapéutica de modo a
controlar sua liberacdo, reduzindo os efeitos adversos provenientes do direcionamento da
substancia ativa até o 6rgdo alvo, evitando assim sua absor¢do sisttmica (ZHANG; CHAN;
LEONG, 2013).

Os nanocarreadores possibilitam o uso de farmacos potencialmente tdxicos e de baixa
solubilidade, da mesma forma que o aumento na duracéo e eficacia da resposta. Dentre estes
sobressaem-se as nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoemulsdo, nanoparticulas (nanocapsulas
e nanoesfera) e os lipossomas, nanoparticulas normalmente apresentam diametro inferior a
1um (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas sdo utilizadas no diagnéstico, tratamento, prevencdo e
acompanhamento de varias doencas (BAHADORI; MOHAMMADI, 2012). No tratamento da
toxoplasmose, as nanoparticulas podem atuar como portadores de farmacos, tendo como
vantagens modular a farmacocinética, aumentar a eficiéncia de encapsulacdo, aumentar a
biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade e a liberacdo do alvo a medida que
reduz a toxicidade (BAIG et al., 2016; AMEEDUZZAFAR et al., 2018).

3.3 Espiramicina

A espiramicina (ESP) é um antimicrobiano da classe dos macrolideos, que apresenta
acdo antiparasitaria, e por isso, é usada no tratamento da Toxoplasmose ocular e diversas
outras infeccOes. A espiramicina € produzida pelo actinomiceto Streptomyces ambofaciens
(CHEW et al.,2012).

A ESP é um pé branco ligeiramente amarelo, de carater higroscopico, fotossensivel
quando em solucdo. Devido ao seu carater anfifilico, a ESP tem uma baixa solubilidade em
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solventes aquosos, mas uma boa solubilidade em solventes organicos, como acetona, metanol
e etanol (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,2008; EP 6.0).

A espiramicina se mostra eficaz contra a toxoplasmose aguda, sendo esta menos toxica
guando comparada com outros farmacos, como pirimetamina, sulfadiazina e outros
(SERRANTI; BUONSENSO; VALENTINI, 2011). Possui uma boa biodisponibilidade por
via oral, apresentando uma baixa ligacdo as proteinas plasmaéticas (justificando uma ampla
penetracdo tecidual). Apresenta um tempo de meia-vida de eliminacdo de aproximadamente
6-8 h. Contudo, mesmo apresentando uma considerada penetracdo tecidual, a espiramicina
corrobora para uma baixa penetracdo ao longo da BHE (barreira hemato encefalica). Portanto,
a espiramicina ndo atinge concentracbes efetivas no cérebro, gracas a presenca de
transportadores de efluxo de proteinas multirresistentes do tipo 2 (Mrp2) e glicoproteinas P,
sendo a espiramicina um substrato (SHI et al.,2005; TIAN et al., 2007).

Durante a gravidez, no primeiro trimestre da gestacéo, quando se confirma a infecgéo
da gestante e ainda ndo houve infeccdo fetal, indica-se o tratamento da toxoplasmose com a
espiramicina (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,2012). Este farmaco ndo apresenta riscos ao
feto, visto que o mesmo também ndo consegue atravessar a barreira placentaria. Entretanto,
este farmaco ndo é eficaz no combate a infeccdo caso o feto ja tenha sido infectado
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Ha relatos que altas doses de espiramicina em mulheres gravidas sucederam em altas
concentracdes instaveis dentro do liquido amniético, contudo ndo alcancaram os niveis de
concentracdo desejados para a inibicdo do crescimento do parasita. Fato este comprovado,
quando obteve-se e testou-se o liquido amnidtico in vitro utilizando culturas de taquizoitos
(GRATZL et al., 2002; ROBERT-GANGNEUX et al., 2011).
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Figura 2 - Estrutura quimica da Espiramicina

A\

Fonte: Pubchem. Disponivel em<pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6419898>2019.> Acesso
em 10 de maio 2019

Em gestantes, a espiramicina (750 a 1000 mg) devera ser administrada a cada 8 horas;
ou entdo a clindamicina, em dose 600 mg a cada 6 horas. No primeiro trimestre da gravidez,
estes farmacos substituem a pirimetamina, pois a mesma é teratogénica, ja no terceiro
trimestre, substitui a sulfadiazina, devido ao risco de desenvolver kernicterus. Tem-se a op¢édo
de utilizar a prednisona (40mg/dia), por uma semana e 20 mg/dia, por 7 semanas (BRASIL,
2010).

Na toxoplasmose congénita, a espiramicina é usada isoladamente ou, dependendo da
fase gestacional, combinada com sulfadiazina e pirimetamina. A Ultima combinacdo de
tratamentos produz efeitos tdxicos, incluindo a supressdo da medula 6ssea, que pode ser
atenuada pelo uso adjuvante de acido folinico (ANTCZAK; DZITKO; DEUGONSKA,2016).

A espiramicina também atua como agente anti-inflamatorio, modulando
negativamente a producdo de citonas pro-inflamatorias. A espiramicina proporciona um
aumento da expressdo de interleucinas (IL-4 e 1L-10), inibindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o interferon (INF--a.) (FRANCOet al., 2011).

Macrolideos, além de serem eficazes contra as infecgOes bacterianas, também
apresentam efetividade sobre no combate & infeccGes por parasitas intracelulares, como

Toxoplasma gondii e Leishmania spp (COSTA et al.,2009)
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Além do mais, a espiramicina simultaneamente com outros farmacos da classe dos
macrolideos, inibe a quimiotaxia e a infiltracdo de neutréfilos para o centro da inflamacéo.
Ela também atua inibindo a formac&o de varias outras citocinas pro-inflamatérias, como IL-1,
IL-6, IL-8, e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, possivelmente pelo mecanismo de supresséo
da transcricdo do fator nuclear Kappa-B ou do ativador da proteina-1. Por fim, a espiramicina
também inibe a geracdo do leucotrieno B4, que atrai neutrofilos para o foco inflamatério,
inibindo a liberacdo de anions superoxidos por estas células (BRYDAK-GODOWSKA et
al.,2015).

O desenvolvimento de formulacBes de espiramicina em nanocarreadores para
administracdo ocular para o tratamento da toxoplasmose ocular apresenta vantagens visto que
tais formulagdes contornam problemas relacionados a biodisponibilidade do farmaco,
contribuem para sua menor degradacdo, reduz consideravelmente a sua toxicidade. Sendo
assim adotou-se, como estratégia, no presente estudo, a elaboracdo de nanoparticulas
constituidas de espiramicina e PCL como alternativa terapéutica que permitiria ultrapassar as
limitacOes biofarmacéuticas da espiramicina e possibilitaria o tratamento localizado da

toxoplasmose ocular.
3.4 Nanoesferas

Nanoparticulas sdo particulas coloidais de grandeza na ordem de nandmetros (10° m),
compreendendo uma faixa de 10-1000 nm de diametro (FERREIRA; RANGEL, 2009).

As nanoparticulas podem ser agrupadas em duas classes principais, nanocapsulas e
nanoesferas. As nanoparticulas sdo constituidas de diferentes materiais, englobando metais,
lipidios e polimeros — diferenciando-se entre si de acordo com a composicdo e organizacao
estrutural. As nanocapsulas sdo estruturas de reserva, ou seja, Sd0 compostas por uma unica
membrana polimérica existente ao redor de um nucleo ocupado por um éleo ou emulséo, € o
farmaco pode estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Ja as
nanoesferas (Figura 3) ndo apresentam em sua composicdo 6leo, sendo, portanto, formadas
unicamente pela matriz polimérica, espaco onde o farmaco podera estar adsorvido ou retido
(SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de nanoesfera. a) FArmaco retido na matriz
polimérica das nanoesferas. b) FArmaco adsorvido ou disperso molecularmente na
matriz polimérica das nanoesferas.

Nanoesferas
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Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003.

Em terapias oculares, um dos grandes desafios é de que a concentracdo administrada
localmente do farmaco seja mantida. Geralmente, nas formulagdes oftalmicas farmacéuticas
convencionais, menos de 5% do farmaco aplicado é capaz de atravessar a cornea e chegar aos
tecidos intraoculares.Com isto, € necessario aumentar-se a quantidade de administragdes com
0 intuito de alcancar a eficacia terapéutica, que normalmente esta associada a efeitos adversos
(CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997).

Em estudos anteriores, sistemas de liberacdo controlada foram apontadas com possivel
potencial para aplicacdo de farmacos oculares. Lipossomas e nanoparticulas poliméricas
(nanocéapsula e nanoesfera) estdo entre as abordagens mais bem sucedidas para sistemas de
liberacdo ocular. Diversos estudos evidenciaram a eficacia de farmacos encapsulados com
polimeros biodegradaveis para tratamentos oculares. Devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, mostrando uma entrega eficaz do farmaco em diferentes tecidos do olho
(ARAUJO et al., 2009; PARRA et al.,2015; YACASI et al.,2016).

Os farmacos séo encapsuladas em polimeros sintéticos e naturais a fim de permitir a
liberacdo local prolongada e o direcionamento de tecidos para os farmacos (SAKURALI et al.,
2001).

3.4.1 Polimero PCL

O polimero poli-g-caprolactona (PCL) é um polimero sintético, fabricado a partir da
abertura do anel da e-caprolactona (Figura 4) subseguido por uma polimeriza¢do. E um
polimero hidrofébico, semicristalino, com pequeno ponto de fusdo (59-64°C), e temperatura
de transicéo de fase de aproximadamente 60° C (CHANG et al, 1986). O PCL é um polimero
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de peso molecular variavel na faixa de 5000 e 80000. Sua degradacdo em organismo humano
é lenta quando comparado a outros polimeros devido a falta de enzimas apropriadas, o qual
ndo significa que este polimero ndo seja biodegradavel (VERT, 2009). O PCL ¢ degradado
em dois estagios: primeiramente ocorre, uma degradacdo hidrolitica ndo enzimatica das
ligagBes éster e posteriormente, quando a PCL j& apresenta uma diminui¢do da massa molar,
ocorre uma degradacéo intracelular ( WOODRUFF; HUTMACHER,2010).

Figura 4-Estrutura quimica da Policaprolactona

Fonte: Scielo. Disponivel em < http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422006000400031 > Acesso em 17 de maio 2019

3.4.2 Tensoativo - Tween 80

Agentes emulsificantes ou surfactantes sdo dispostos molecularmente por uma porcao
hidrofébica (apolar) e uma por¢do hidrofilica (polar) que agem na reducdo da tensdo
interfacial (SILVA et al., 2015).

A por¢do apolar constituida por cadeias hidrocarb6nicas, pode ser encontrada sob
forma linear ramificada ou partes ciclicas a qual interage muito pouco com moléculas de
agua, sendo esta intitulada como porcéo hidrofdbica, ja a porcdo hidrofilica ou ibnica interage
vigorosamente com a &gua devido a interagbes dipolo-dipolo ou ion-dipolo, sendo
denominada portanto como porcao hidrofilica da molécula (MORAIS et al., 2006; SILVA et
al., 2015).

3.4.2.1 Classificacdo dos tensoativos

Os tensoativos podem ser classificados em quatro tipos principais: anionico, cationico,
ndo-idnico e anfotero.

e Anibnico
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Tensoativo aniénico exibem carga elétrica na regido hidrofilica que ao se dissociar em
agua formam ions carregados negativamente. Constituindo a maior classe de tensoativos, sao
0s mais estudados de modo geral, nesta classe encontram-se os sabdes. Normalmente, ndo
sdo compativeis com os tensoativos catiénicos devido ao risco de se neutralizarem, tendendo
a formacdo de um composto neutro insollvel em &gua a qual precipita na solucéo. Geralmente
sdo sensiveis & agua dura, devido esta exibir alto teor de sais de calcio e magnésio podendo o
mesmo neutralizar e precipitar o tensoativo. As caracteristicas fisico-quimicas dos tensoativos
anionicos sdo demasiadamente influenciados por presenca de eletrolitos em solucdo, como
sais solubilizados ou extremos de pH na solugdo (DALTIN, 2011; SILVA et al., 2015)

e Catibnico

Exibem carga elétrica na porgdo hidrofilica formando ions carregados positivamente
guando estes estdo dissociados em meio aquoso. Representam por uma classe com poucos
tensoativos, sendo estes os derivados de amoénio quaterndrio e aminas de cadeia longa.
Geralmente, apresentam elevada toxicidade aquaticas quando comparado com outras classes
de tensoativos. Suas caracteristicas fisico quimicas sdo vigorosamente influenciadas por
presenca de eletrélitos em solucdo (ROSSI et al., 2006; DALTIN, 2011; SILVA et al., 2015).

e Nao-ibnicos

Estes tensoativos ndo formam ions em solugdo aquosa, a sua solubilidade em agua é
devido a presenca de grupos funcionais que tem afinidade pela 4gua. E a classe de tensoativo
mais utilizada no mercado, sendo largamente utilizado em emulsGes cosméticas gracas as suas
caracteristicas, como a compatibilidade com pH cutaneo e boa estabilidade em diferentes
faixas de pH. Geralmente sdo compativeis com todas as outras classes de tensoativos. Devido
as suas propriedades fisico quimicas, estes ndo sdo influenciados pela presenca de eletrolitos
(DALTIN, 2011). Os tensoativos desta classe que sdo mais utilizados sdo os ésteres de
sorbitano, conhecidos como Spans, agentes emulsionantes A/O e os polissorbatos, Tween,
derivados de poliacetilénicos dos spans, agentes emulsionantes O/A (ATTWOOQOD;
FLORENCE; ROTHSCHILD, 2003; SILVA et al., 2015).

O tween € composto por ésteres de sorbitano etoxilados (Figura 5). Devido a sua
caracteristica hidrofilica, normalmente sdo solUveis em agua e sdo empregados para obtencao
de emulsbes d tipo 6leo em agua O/A. Apresenta baixo potencial de toxicidade (NETO,
2009).
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Figura 5-Estrutura quimica do Tween 80
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Fonte: LookChem Disponivel em < https://www.lookchem.com/Tween-80/> Acesso em 05 de jun.
2019

O Tween 80 é um tensoativo hidrossolivel do tipo ndo idGnico que apresenta a
vantagem de manter a dispersdo estavel em casos de mudancas de pH e alteracBes de
concentracdo de eletrolitos no meio (TAMJIDI et al., 2013). Este polissorbato foi utilizado em
alguns estudos empregando revestimento de nanoparticulas por apresentar um carater
anfifilico, o qual diminui a tenséo superficial, promovendo aumento do contato entre particula
e célula. O Tween 80 também é muito utilizado com a finalidade de manter a estabilidade e
prevenir a agregacdo das particulas (KREUTER,1997; VENTURINI et al., 2011; LOBATO et
al., 2013).

e Anfoteros

Sdo constituidos tanto da carga positiva quanto negativa. Consequentemente,
conforme o pH da solucdo podem apresentar carater aniénico (pH entre 9 e 10) ou catidnico
(pH de 4 a 9). Portanto, pode-se afirmar que sdo compostos que exibem os grupos &acido e
base. Devido ao seu custo oneroso, compdem a classe de tensoativos menos utilizada no
mercado e, normalmente, sdo compativeis com todas as demais classes de tensoativos
(DALTIN, 2011; ROSSI et al., 2006; SILVA et al., 2015).

4. MATERIAIS

4.1. Substancias quimicas e polimero

- Espiramicina (Sigma-Aldrich, EUA)

- Poli(e-caprolactona) - PCL (AldrichChemistry®)

- Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA)
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4.1.2. Reagentes e vidrarias

- Agua ultrapura purificada em sistema Milli-Q®;

- Baldes, buretas e pipetas volumeétricas calibradas;

- Béqueres;

- Acetona;

4.1.3. Equipamentos

- Balanca analitica Shimadzu®, modelo AUW?220D;
-Espectrofotdmetro UV/Vis - 200 a 1000nm, modelo UV-M51;
- Micropipetas automaticas;

-VVortex

- Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®).

5. METODOLOGIA
5.1 Preparo das nanoparticulas poliméricas — formulacéo piloto

As nanoparticulas foram produzidas pelo método de nanoprecipitagdo, também
conhecido por deposicao interfacial do polimero pré-formado acompanhado por evaporagédo
do solvente, conforme descrito por Fessi et al., 1989.Preparou-se uma solucao (fase organica)
por meio da solubilizacdo de 50 mg de PCL e 2 mg de espiramicina em 8 mL de acetona. Esta
solucdo foi transferida, por gotejamento com auxilio de pipeta de Pasteur, para uma fase
aquosa contendo 5 mL de solucdo de Tween 80 a 1%(v/v) e 6 mL de agua purificada,
totalizando 11 mL de solucdo aquosa (Figura 6). A nanoemulsao (formulacéo piloto) formada
permaneceu a temperatura ambiente (25-30° C), sob agitacdo magnética, durante 8 horas, para

evaporacdo da acetona.
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Figura 6. Representacdo esquematica do método de nanoprecipitacao.
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Fonte:SBQ. Disponivel em < http://www.sbg.org.br/38ra/cdrom/resumos/T1530-1.pdf> Acesso em 15 de
maio 2019

5.2. Planejamento experimental para o desenvolvimento de nanoparticulas utilizando

delineamento fatorial 23 com réplicas no ponto central

Para o delineamento fatorial, as nanoparticulas foram preparadas conforme descrito no
item anterior. A partir da formulacdo piloto, foram desenvolvidas 9 formulac6es por meio da
variacdo de 3 fatores independentes (massa de espiramicina, massa da PCL e concentracdo do
Tween 80). Cada uma destas variaveis foi modificada em dois niveis [nivel alto (+1) e nivel
baixo (-1)], em relagdo ao ponto central (0), que por sua vez, foi definido no momento da

elaboracdo da formulacéo piloto (Tabela 1).

Tabela 1 - Niveis das varidveis independentes alteradas para a realizacdo do delineamento
fatorial 23 com réplicas no ponto central.

) _ Nivel baixo Ponto central Nivel alto
Variavel independente
(-1) (0) (+1)
Massa de espiramicina 1 mg 2mg 3mg
Concentracdo do Tween 80 0,5% (Mm/v) 1% (m/v) 1,5% (m/v)
Massa da PCL 25 mg 50 mg 75 mg

A Tabela 2 representa a matriz do delineamento fatorial, no qual foram preparadas 9
formulacGes de nanoparticulas. Estas formulagfes foram numeradas de 1 a 9. A formulacéo 9
representa a formulacdo piloto, cujas varidveis independentes ndo foram alteradas [ponto
central — (0)]. Adicionalmente, a formulacdo 9 foi preparada em quintuplicatas, e as demais

formulacGes (1 a 8) foram preparadas em triplicata.
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Tabela 2 - Matriz de planejamento fatorial 23 com réplicas no ponto central aplicado ao
desenvolvimento das nanoparticulas & base de espiramicina e PCL, classificadas como
formulacBes 1 a 9, em que as varidveis independentes massa de espiramicina; concentracao
do tensoativo Tween80 e concentracdo do polimero PCL foram modificados deliberadamente

Concentracéo do Massa do
_ | Massa de )
Formulacoes ) o surfactante polimero
espiramicina
(% m/v) (mg)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

5.3 Determinacao do diametro de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

O diametro médio e o indice de polidispersdo (IP) das nanoparticulas das 9
formulacGes do delineamento fatorial foram determinados por espectroscopia de correlacédo
fotdnica.Para a determinacgdo destes parametros,2 uL de cada formulagdo foram diluidos em 1
mL de &gua ultrapurificada. O resultado foi obtido através da utilizacdo do equipamento
PN3702 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK), através do espalhamento
dindmico da luz (EDL), com um angulo de detec¢cdo 173° em relacdo a incidéncia do laser a
25°C.Para que as nanoformulacdes fossem classificadas monodispersas o valor maximo
aceitavel definido para o IP foi de 0.3 (SCHAFFAZICK et al., 2003). Todas as analises foram

realizadas em triplicata e os valores expressos como média + desvio padréo.

O Potencial zeta () foi estabelecido por anemometria de laser doppler associado a
microeletroforese  (Zetasizer PN3702/Malvern Instruments, Malvern, UK). Para a

determinacéo deste pardmetro, 2 pL de cada formulagdo foram diluidos em 1 mL de agua
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ultrapurificada. Estas nanoparticulas foram analisadas em &ngulo de deteccdo del73° em
relacdo & incidéncia do laser, a 25°C.

5.4 Avaliacao estatistica por ANOVA das formulagdes obtidas no delineamento fatorial

O diametro médio, IP e potencial zeta obtidos para as nanoparticulas das 9
formulacBes foram comparados por analise da variancia (ANOVA), seguido de poés teste
Tukey, para comparagdo multipla entre grupos. Utilizou-se o programa Prisma® versio 6.0.
Admitiu-se intervalo de confianca de 95%, sendo os valores de p<0,05 reconhecidos como

estatisticamente significativos.

5.5 Porcentagem e eficiéncia de encapsulacéo

Baseado nos resultados do delineamento fatorial, todos os lotes das nanoparticulas
preparadas foram analisados. A ESP foi quantificada com a finalidade de se determinar a
eficiéncia de encapsulacdo (EE) deste farmaco nas nanoparticulas. As nanoformulagdes foram
homogeneizadas com o auxilio de um vértex, posteriormente o farmaco nao encapsulado foi
removido utilizando centrifugacdo a 14.000 g por 30 minutos, a 8° C.Assim sendo, 800 pL de
sobrenadante de cada lote preparado foi adicionado a 3200 pL de solvente acetona (1:5).
Posteriormente todas estas solugdes foram analisadas por espectrofotometro UV/Vis no
comprimento de onda de 230 nm e a EE foi determinada através da diferenca do percentual
entre a quantidade de ESP ndo encapsulada e aquela adicionada na sintese conforme equacao

abaixo.

O calculo para a obtencdo da porcentagem de encapsulacdo foi realizado de acordo

com o indicado na Equagéo 1.

% encapsulagdo = Espiramicina total na suspensao (mg) —Espiramicina centrifugada (mg) x 100
Espiramicina total na suspenséo (mg)

Equacéo 1

A eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas foi calculada pela quantidade de
Espiramicina encapsulado dividido pela quantidade de Espiramicina pesado e adicionado ao
preparo da suspensao das nanoparticulas x 100.0 célculo foi realizado conforme expresso na

Equacéo 2.
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Eficiéncia de Encapsulagédo % = _Quantidade total de Espiramicina encapsulado (mg) x 100
Quantidade de Espiramicina pesado colocado na NP (mL)

Equacéao 2

5.5.1 Desenvolvimento de método analitico por espectrofotometria UV/Vis para
quantificacdo de ESP nas nanoparticulas

5.5.1.1 Preparo de solugdes utilizadas no desenvolvimento do método analitico

Para o preparo das solucdes estoques de ESP, PCL e Tween 80 foi empregado como
solvente e diluente a acetona na proporgao 1:1.

Solugéo estoque de ESP (105ug/mL): pesou-se exatamente cerca de 0,525 mg de ESP foram
pesados e transferidos para baldo volumétrico de 5,0 mL. O farmaco foi solubilizado e o
volume do baldo ajustado utilizando acetona.

Solugéo estoque de PCL (3947ug/mL): pesou-se exatamente cerca de 19,735 mg de ERL
foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 5,0 mL. O polimero foi solubilizado e
0 volume do baldo ajustado utilizando acetona.

Solucéo estoque de Tween 80 (15ug/mL): pesou-se exatamente cerca de 75 mg de Tween 80
foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 5,0 mL. O tensoativo foi solubilizado
e 0 volume do bal&o ajustado utilizando acetona.

O branco foi preparado foi preparado a partir das solucdes estoque de PCL e tween,
na proporcao 1:1 em um baldo volumétrico de 5,0 mL o qual o volume foi ajustado utilizando
acetona, o branco era constituido de todos os componentes da formulagdo menos o farmaco
afim de se eliminar possiveis interferéncias.

Com o propésito de se tracar os espectros na regido do UV/Vis (200 a 450 nm) e
verificar a seletividade do método, foram realizadas varreduras espectrais do farmaco e dos
diferentes componentes da nanoparticula isoladamente, com o propdsito de avaliar uma
possivel interferéncia dos componentes na quantificacdo do analito. A partir da analise dos
resultados obtidos determinou-se o comprimento de onda que sera utilizado para a
quantificacdo do farmaco incorporado nas nanoparticulas. O qual o comprimento de maxima

absorcéo foi o de 230 nm.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Desenvolvimento das nanoparticulas de espiramicina constituidas do polimero PCL

As nanoparticulas desenvolvidas fundamentam-se em sistemas monoliticos produzidos
por polimero PCL e o f&rmaco ESP. Estas foram preparadas pelo método de nanoprecipitacéo,
que é baseado na emulsificacdo espontanea de uma fase interna dita organica, contendo o
polimero que é dissolvido em uma fase externa aquosa. Na nanoprecipitacdo, na fase organica
os polimeros mais utilizados sdo derivados do &cido latico (PLA), do acido glicdlico (PGA),
polietilenoglicol (PEG), e derivados da caprolactona (PCL), no qual o farmaco € dissolvido
em um solvente de intermediaria polaridade e miscivel com agua, como a acetona e/ou etanol.
Esta fase entdo é gotejada ou vertida para uma solucdo aquosa contendo estabilizador,
tensoativo, sob constante agitacdo. A agitacdo desta emulsdo é a etapa determinante para a
formacdo de nanoesferas, a qual devera ser feita antes da precipitacdo do polimero, a fim de
obter goticulas de fase interna de dimensdes coloidais. A deposicdo do polimero na interface
entre a 4gua e o solvente organico, provocada por uma ligeira difusdo do solvente, levando a
formagé&o instantanea de uma suspensao coloidal. Finalmente, remove-se o0 solvente organico,
a fim de favorecer a ocorréncia da precipitacdo do polimero na fase externa aquosa,
resultando na formacdo das nanoesferas (FESSI et al., 1989; QUINTANAR-GUERRERO et
al.,1998).

De modo que a técnica executada apresenta algumas vantagens, como a simplicidade,
boa reprodutibilidade, além do mais, ndo necessita de sistemas de homogeneizacdo de alta

energia nem altas quantidades de solventes toxicos e tensoativos (MILADI et al., 2016).

Primeiramente, desenvolveu-se e caracterizou-se uma formulagdo piloto, conforme
descrito no item 5.1 deste trabalho, denominada como formulagdo piloto, a etapa de
caracterizacdo compreende as analises quanto ao tamanho, indice de polidispersdo e potencial
zeta. Ap0s os resultados desta andlise foram feitas as demais formulacGes, através do
delineamento fatorial 23 com réplicas no ponto central por meio da variagio de 3 fatores
independentes (massa de espiramicina, massa da PCL e concentracdo do Tween 80).

Com o intuito de melhorar as propriedades farmacocinéticas da espiramicina atraves
do aperfeicoamento de uma formulacdo e/ou tecnologia de administracdo, foram
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desenvolvidas nanoparticulas destinadas ao tratamento da toxoplasmose ocular, uma infeccéo
ocular que pode ser fatal para o olho. Para o seu desenvolvimento, selecionou-se Tween-80,
um tensoativo pertencente a classe de surfactantes ndo-idnico, vastamente utilizada em
formulacBes farmacéuticas oftalmicas. Nestas formulagfes o Tween-80 contribui para um
aumento da solubilidade de farmacos, através da formagdo de micelas. Além do mais o
Tween-80 ¢é constituido de uma cadeia de acido oleico com 18 carbonos e uma ligacdo
insaturada. E sabido que tensoativos com essas caracteristicas estruturais, contribuem para a
obtencdo de emulsbes mais estaveis, além de que a presenca de instauracdes em cadeias de
tensoativos ndo-ibnicos pode estar relacionada com a formacdo de emulsdes com particulas
menores (AMMAR et al., 2009; SCHMIDTS et al.; MELO-ESPINOSA et al., 2016;
NEJADMANSOURI et al., 2016;2009; DAMICO et al., 2017).

Ja o polimero selecionado foi o PCL, é um poliéster hidrofobico biorreabsorvivel
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) amplamente utilizado no preparo de
formulacGes de nanoparticulas poliméricas e nos sistemas de liberacdo prolongado para
farmacos solGveis em &gua, normalmente € reconhecido por exibir uma baixa taxa de
bioerosao, esta taxa pode ser resultante da sua alta hidrofobicidade, bem como seu alto peso
molecular (WANG et al.,, 2006; RAMESH, 2009). Por ser um material altamente
biocompativel, biodegradavel e é facilmente fabricado por técnicas convencionais de
processamento de polimeros, sendo o PCL o transportador de polimero mais frequentemente
utilizado (DAVOODI; SRINIVASAN; WANG, 2016). No campo oftalmico, o PCL  foi
investigado como um suporte nanofibroso para reconstrucdo de superficie ocular e também
como sistema nanocarreador para liberacdo de farmacos oculares (SHARMA et al., 2014).
Sendo portanto um material apropriado para a preparacdo de nanoparticulas para liberacéo

intraocular de farmacos oftalmicos.

A utilizacdo do método de nanoprecipitacdo mostrou-se eficaz no preparo de
formulacGes de nanoesferas de poli-e-caprolactona contendo o farmaco espiramicina,
validando uma técnica com potencial de obtencdo de sistemas mais seguros e eficazes para o
tratamento da toxoplasmose ocular.De tal modo que, as nanoparticulas desenvolvidas quando
administradas diretamente no foco da infecdo, possibilitardo a acdo terapéutica local,
estimulando o progresso do quadro infeccioso, e presumivelmente minimizando e eliminando
os efeitos colaterais ou possiveis reacdes adversas sistémicas provenientes do seu uso

convencional, e consequentemente a uma melhor adeséo ao tratamento.
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6.2 Determinacéo do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta das

nanoparticulas apos o delineamento fatorial 23

O delineamento fatorial 23 com réplicas no ponto central foi empregado, com o intuito
de se determinar a influéncia da modificacdo dos componentes presentes no desenvolvimento
das nanoparticulas. Para estabelecer uma formulacdo otimizada, nove formulacdes foram
desenvolvidas por meio da variacdo de trés parametros independentes, como: massa de
espiramicina, massa do polimero e concentragdo do tensoativo. Para obtencdo do diametro,
I.P. e potencial zeta, as nanoparticulas foram redispersas em veiculo aquoso a qual foram
submetidas a caracterizacdo. Os resultados dos parametros avaliados depois da caracterizacdo

das nanoparticulas sdo explanados na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de didmetro, indice de polidispersdo e potencial zeta obtidos para as
nanoparticulas das formulacGes 1 a 9 realizando-se o0 delineamento fatorial.

Niveis Resultados
Massa  Conc. Massa
Formulagéo ESP Tween PCL [?ié}metro I.P. Potencial

(mg) 80 (%)  (Mmg) medio (nm) zeta (mV)
1 -1 -1 -1 149,6+ 2,72 0,105+ 0,015 -28,23 +1,00
2 1 -1 -1 145,8+ 4,23 0,111+ 0,003 - 25,20+ 1,61
3 -1 1 -1 164,5+ 1,66 0,094+ 0,008 -26,13+ 1,80
4 1 1 -1 1745+ 37,04 0,124+ 0,026  -25,63+ 3,30
5 -1 -1 1 195,7+9,76 0,125+ 0,016 -29,30+ 2,95
6 1 -1 1 193,0+ 3,74 0,124+ 0,001 - 27,40+ 1,63
7 -1 1 1 2141+4,80 0,135+ 0,015 -27,40+ 3,72
8 1 1 1 210,4+ 24,90 0,148+0,024 -21,13+4,20
9* 0 0 0 177,7+ 10,01 0,111+ 0,251 -25,14+ 2,01

*Valores representados como média (n=5).

Desenvolver nanoparticulas como veiculos de distribuicdo de farmacos é essencial
para atingir a maxima captagdo celular e biodisponibilidade terapéutica, isto €, evitar uma
biodistribuicdo descontrolada, uma rapida depuragdo e toxicidade sistémica em tecidos
saudaveis. Entretanto, sua efetividade esta relacionada com a uniformidade do tamanho de

particulas e potencial zeta. Portanto, mudangas nessas propriedades podera afetar diretamente
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propriedades com severas implicacGes bioldgicas significativas na internalizacdo celular,
cinética e biodistribuicdo (SADAT et al., 2016).

A técnica empregada para a determinacéo do tamanho médio dos nanocarreadores e 0
indice de polidispersdo (IP) das suspensdes de nanoesferas é baseada na mudanca de luz
espalhada pelas nanoesferas. Estas variacdes no tempo de intensidade de luz espalhada podem
ser explicadas pelo coeficiente de difusdo de nanoparticulas e consequentemente ao seu
didmetro hidrodindmico. Para se determinar a intensidade de luz espalhada é capturada por
um detector de autocorrelacdo e posteriormente o calculo de tamanho médio e IP (SOUZA et
al., 2012).

Segundo Gupta e Kompella (2006), para que o transporte das nanoparticulas
constituida pelo agente terapéutico seja efetivo e ndo cause danos ao tecido, é sugerido que
esta estrutura ndo exceda 300 nm de didmetro. Verificaram-se que os tamanhos médios das
nanoparticulas das formulagBes desenvolvidas variaram entre 145,8 + 4,23 nm a 214,1 + 4,80
nm, apontando segundo os autores mencionados que todos os lotes produzidos apresentaram

um tamanho médio apropriado para possiveis aplicacdes oculares.

O tamanho das nanoesferas € estabelecido pela concentracdo do polimero na fase
interna da emuls&o. Para um determinado volume da fase interna, 0 aumento da concentragéo
do polimero contribui para um aumento da viscosidade dessa fase, obtendo-se nanoesferas de
maiores dimensdes, devido a maior dificuldade de dispersdo da fase interna na fase externa
(ARAUJO et al., 2009).

O aumento do tamanho das particulas com o aumento da concentracdo do polimero é
bem descrito na literatura. O aumento do tamanho das particulas em funcdo da concentracao
de polimero pode ser exemplificado de duas formas: com o aumento da concentracdo do
polimero, ha um maior quantidade de cadeias poliméricas se agregando e mais cadeias
poliméricas permanecem associadas durante o processo de difusdo, levando assim a formacéo
de particulas maiores e, 0 aumento da concentracdo de polimero aumenta a viscosidade da
fase organica, proporcionando assim uma maior resisténcia a transferéncia de massa, de modo
que a difusdo do polimero da fase organica para a fase aquosa € reduzida, e sdo formadas
nanoparticulas maiores. (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). O qual corrobora 0s

resultados encontrados nos lotes das formulagdes 5,6,7 e 8, formulagdes estas que foram
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produzidas com as maiores concentra¢do do polimero PCL e consequentemente apresentaram

0S maiores tamanhos dentre as formulagdes.

Quanto ao indice de polidispersdo, este refere-se a homogeneidade no tamanho das
particulas altos valores indicam heterogeneidade do didmetro das particulas em suspensao;
valores superiores a 0,3 refletem uma ampla variacdo no diametro das nanoparticulas. indices
de polidisperséo inferiores a 0,2 sugerem que a distribuicdo do didmetro das particulas se
encontra em uma estreita faixa de diametros (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Em
relacdo as nanoparticulas, todas as formulacées foram monodispersas, pois estas apresentaram
valores inferiores a 0,3, podendo ser consideradas sistemas adequados a administracdo

parenteral e intraocular.

Diversos fatores fisico-quimicos e/ou farmacotécnicos podem ser citados como
capazes de interferir na variacdo de tamanho e das nanoparticulas e no indice de
polidispersdo. Dentre eles: método de preparo das nanoparticulas concentragdo no polimero
e/ou farmaco, a presenca do farmaco no meio reacional que influencia o processo de
nucleacdo, levando a particulas maiores com ampla distribuicdo de tamanho, proporcédo entre
fase interna/externa (aquosa-organica), além do tempo de vazéo entre as fases organica sob a
fase aquosa (MILADI et al., 2016; SCHAFFAZICK et al., 2003).

J& o potencial zeta representa a carga presente na superficie das nanoparticulas. Este
parametro pode estar relacionado com a composi¢do da particula e o dispersante do meio
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

A determinacdo do potencial zeta das nanoparticulas, é baseado na técnica que mede a
velocidade de mobilidade das particulas que estdo sob influéncia de um campo elétrico. Este
movimento das nanoparticulas sdo guiados pela direcdo de um eletrodo de carga elétrica
oposta e a velocidade com que essa movimentacdo ocorre é equivalente a dimensdo do seu
potencial zeta (FORMARIZ et al.,2006; MORAES, 2009).

O potencial zeta é um significativo indicador de estabilidade coloidal, visto que o
mesmo representa o potencial de superficie de particulas, ao qual é intimamente influenciado
por mudancas na interface com o meio dispersante, em consequéncia da dissociacdo de
grupos funcionais existentes na superficie da particula ou devido a adsorcdo de espécies
ibnicas presentes no meio aquoso da dispersdo. Os valores do potencial zeta sdo expressos

pela natureza quimica do polimero utilizado e demais componentes da formulacdo que
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contribuem para uma modificacdo da superficie das particulas. O potencial zeta é uma
especificacdo utilizada para a avaliagdo da estabilidade, a obtengdo de valores + 30 mV
asseguram uma estabilidade a longo prazo, visto que forcas repulsivas podem evitar
agregacao de particulas, isto pode ocorrer devido as colisdes das nanoparticulas que ocorrem
devido a repulsédo entre as cargas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Geralmente, quando se tem particulas com valores de potencial zeta, em médulo, igual
a 10 mV, estas sao classificadas como neutras, ao passo que particulas com valores préximos
ou superior a 30 mV, em modulo, s&o ditas anidnicas ou cationicas, dependentes da carga

presente em sua superficie (McNEIL,2011).

Os potenciais zeta das nanoparticulas desenvolvidas podem ser analisados na Tabela 3.
O polimero PCL, pode ter influenciado positivamente sobre o potencial zeta, visto que entre
as formulagbes com maiores quantidades de PCL estas apresentaram valores maiores (menos
negativos), evidenciando uma menor estabilidade para formulagcdes em que foi utilizado nivel
méaximo de polimero, uma vez que haverd menor repulsdo entre as nanoparticulas, e maior
probabilidade de agregacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012).A carga negativa das suspensdes pode ter sido proveniente, em parte, pela
dissociacdo dos grupos carboxilicos terminais da PCL localizados na superficie das
particulas(CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997).

Por meio da modificagdo das varidveis independentes mediante o delineamento
fatorial, objetiva-se a determinacdo de uma potencial formulacdo, a qual foi avaliada atraves
da caracterizacdo das nanoparticulas. Realizou-se uma analise de variancia a fim de se
determinar a influéncia de cada varidvel sobre o tamanho, IP e potencial zeta. Quando h&
interacdo entre os fatores e ambas as variaveis sao utilizadas no nivel mais alto (+1), obtém-se
particulas com menor potencial zeta. O lote de formulacdo numero 8, o qual todas as variaveis
empregadas foram de nivel mais alta, sendo esta a que apresentou menor valor de potencial
zeta -21,13 mV.

Diante dos resultados obtidos, definiu-se que a formulacdo 3 apresentou-se como
satisfatoria diante das modificagdes deliberadas nos pardmetros do delineamento, em virtude
dos resultados apresentados, diametro préximo a 164 nm, I.P. pr6ximo a 0,094, evidenciando

a existéncia de um sistema monodisperso adequado a uma administracdo intraocular. Quanto
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ao potencial zeta desta formulacdo, esta possui valor proximo a -26mV evidenciando a uma

estabilidade do sistema.
6.3 Porcentagem e eficiéncia de encapsulacdo da Espiramicina

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da espiramicina as nanoparticulas
exibe consideravel complexidade devido ao tamanho reduzido destas, o que impacta
significativamente na separacdo da porcdo de farmaco livre da porcdo associada. Varios
fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de farmaco incorporado nestes sistemas
nanoestruturados, como as caracteristicas fisico quimicas do farmaco, o pH do meio, a
quantidade de farmaco adicionado na formulacéo, as caracteristicas da superficie da particula,
e o tensoativo utilizado (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para se avaliar a capacidade de encapsulacdo da ESP pelas nanoparticulas, realizou-
se o teste de eficiéncia de encapsulacdo (EE) utilizando-se o método espectrofotométrico
UV/Vis. Na Tabela 4 estdo apresentadas as EE da ESP nas nove formulagdes desenvolvidas.
Todas as formulacGes apresentaram EE superiores a 70%.

Tabela 4 - EE da ESP nas 9 formulagdes de nanoparticulas obtidas a partir da modificacéo
das seguintes variaveis independentes: massa da ESP, massa do polimero PCL e
concentracdo de Tween 80

Niveis Resultados
Massa  Conc. Massa
Formulagdo  ESP Tween - EE (%)

(mg) 80(%) (mg)

1 -1 -1 -1 70,80

2 1 -1 -1 80,89

3 -1 1 -1 83,76

4 1 1 -1 82,86

5 -1 -1 1 71,13

6 1 -1 1 71,56

7 -1 1 1 70,65

8 1 1 1 71,84

9* 0 0 0 84,75

* Valores apresentados como média + DP (n=5).
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O método analitico empregado para a quantificacdo de ESP foi espectrometria
UV/Vis, o espectro com os resultados obtidos durante a varredura encontram-se na Figura 7, o
qual devido a falta de tempo habil obtiveram-se resultados preliminares que futuramente

servirdo para uma validacdo do método.

Figura 7 - Espectros de absorc¢éo na regido do UV/Vis (200 a 450 nm) de solugdes ESP
(105pg/mL), PCL (3947 ng/mL), Tween 80 (15 pg/mL) em acetona (1:1).
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Abreviaturas: ESP (espiramicina);. PCL (policaprolactona).

Diversos estudos relatam sobre alguns fatores limitantes em relacdo ao tratamento da
toxoplasmose ocular, principalmente na falta da erradicacdo completa do parasita, resultando
em recidivas da doenca. A busca por novas alternativas terapéuticas que atuem diretamente
sobre o foco da inflamacdo vem sendo foco de estudos. Os resultados apresentados durante
este estudo, sdo sugestivos de que o sistema desenvolvido contribui para uma potencial
estratégia no redirecionamento de farmaco para o tratamento da toxoplasmose ocular, sendo

esta uma alternativa para retroceder as limita¢6es da terapéutica convencional.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho para o desenvolvimento de nanoparticulas utilizou-se o planejamento
fatorial 23 pode ser considerado um delineamento importante para ponderar a influéncia dos
fatores que permitem a caracterizacdo de nanoesferas, tais como,polidisperséo, potencial zeta,
tamanho e eficiéncia de encapsulamento. Nota-se a importancia da avaliacdo destes
parametros nas formulages, a fim de verificar a estabilidade das mesmas.

Apo6s a obtencdo das formulagBes de nanoparticulas por meio do delineamento
fatorial, realizou-se o estudo da eficiéncia de encapsulacdo da espiramicina nestes sistemas. A
formulacdo 9 mostrou maior eficiéncia de encapsulacdo (84,75%) quando comparada as
outras. A formulacdo 3 apresentou eficiéncia de encapsulacdo de 83,76%, sendo este o
segundo maior valor de encapsulagdo obtido. Considerando o fato de que a formulagdo 3 é a
otimizada, e diante da alta porcentagem de encapsulacdo da espiramicina nesta formulagéo,
estas nanoparticulas devem ser selecionadas para experimentos futuros.

Apbs a caracterizacdo das nanoparticulas, a formulacdo 3 apresentou resultados
otimizados com didmetro de 164,47 nm, IP de 0,094, potencial zeta de -26,13mV e EE de
aproximadamente 84% de ESP. Portanto as formulacdes apresentaram-se monodispersas, ja
os valores obtidos de potencial zeta sdo sugestivos de um sistema coloidal estavel.Em relacdo
a incorporacdo da ESP na formulacdo proposta, apresentou valores entre 70% e 84%, sendo
portanto indicador de escolha apropriada do nanocarreador desenvolvido. Os resultados
encontrados da eficiéncia de encapsulacdo durante o presente estudo sugeriu que a
metodologia aplicada foi apropriada, jA& que ndo houve perdas significativas do farmaco
durante o processo de preparo das nanoesferas.Portanto, as mesmas formulagdes foram

selecionadas para ensaios futuros de perfil de liberacdo prolongada e avaliacdo de toxicidade.
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