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RESUMO

A toxoplasmose ocular € uma doenca causada pelo Toxoplasma gondii. A infecgdo ocular deve
ser tratada por meio de um esquema terapéutico complexo. Dessa forma, é necessario a
compreensdo da histdria natural da doenca ocular e dos desafios quanto ao tratamento para que
se possa garantir a completa cicatrizacao da leséo, reduzir efeitos adversos sistémicos e reduzir
a taxa de recorréncia da doenca. A fim de contornar estes problemas, sistemas de liberacédo de
farmacos tém sido desenvolvidos como alternativas terapéuticas ao tratamento da toxoplasmose
ocular. Neste trabalho, nanoparticulas constituidas de poli(e-caprolactona) e sulfametoxazol e
trimetoprima foram desenvolvidas com o intuito de liberar estes farmacos diretamente no olho,
em concentragcfes que estejam dentro da faixa terapéutica, ultrapassando as barreiras oculares
e tratando as leses provocadas pelo T. gondii. As nanoparticulas foram desenvolvidas pelo
método de nanoprecipitacao, sendo utilizado o delineamento fatorial 23 com réplicas no ponto
central para determinar as nanoparticulas que apresentam as melhores propriedades fisico-
quimicas. Estes sistemas poliméricos foram caracterizados por meio da analise de tamanho,
indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta (PZ). Determinou-se a eficiéncia de encapsulacdo
(EE) dos farmacos, sendo esta superior a 87%. Selecionou-se a formulacdo que apresentou
didametro de 209 nm, IP de 0,227, PZ de -29,1 mV e EE de 91,45% para sulfametoxazol e
96,26% para trimetoprima; e, a formulacdo que apresentou didmetro de 233,3 nm, IP de 0,185,
PZ de -31,0 mV e EE de 96,05% e 97,46% para sulfametoxazol e trimetoprima,
respectivamente. Estas nanoparticulas apresentaram diametro compativel a aplicacdo
intraocular e IP que indica a homogeneidade do diametro. Adicionalmente, 0 PZ proximo a -30
mV demonstra a estabilidade das formulagdes. Os resultados da EE superiores a 87% indicam
a alta eficiéncia do método em encapsular os farmacos. Realizou-se o estudo de
biocompatibilidade in vitro por meio dos ensaios de citotoxicidade e proliferacdo de células
humanas epiteliais pigmentares da retina (células ARPE-19). Determinou-se que as
nanoparticulas poliméricas ndo foram citotoxicas as células, pois as mesmas mostraram-se
viaveis. Além disso, as células ARPE-19 proliferaram em direto contato com as nanoparticulas
quando comparada a proliferacdo das células do controle, em contato apenas com o meio de
incubacdo. Por fim, as nanoparticulas poliméricas constituidas de sulfametoxazol e
trimetoprima representam uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento localizado

da toxoplasmose ocular.

Palavras-chave: toxoplasmose ocular, sulfametoxazol, trimetoprima, nanoparticulas.



ABSTRACT

Ocular toxoplasmosis is a disease caused by Toxoplasma gondii. The eye infection must be
treated through a complex therapeutic regimen. Thus, it is necessary to understand the natural
history of the eye disease and the challenges regarding treatment in order to ensure complete
healing of the lesion, reduce systemic adverse effects and reduce the disease recurrence rate. In
order to overcome these problems, drug delivery systems have been developed as therapeutic
alternatives to the treatment of ocular toxoplasmaosis. In this work, nanoparticles consisting of
poly(e-caprolactone) and sulfamethoxazole and trimethoprim were developed with the aim of
releasing these drugs directly into the eye, in concentrations that are within the therapeutic
range, overcoming ocular barriers and treating lesions caused by T. gondii. The nanoparticles
were developed using the nanoprecipitation method, using a 23 factorial design with replicates
at the central point to determine the nanoparticles that have the best physicochemical properties.
These polymeric systems were characterized through the analysis of size, polydispersion index
(P1) and zeta potential (PZ). The encapsulation efficiency (EE) of the drugs was determined,
which was higher than 87%. The formulation that presented a diameter of 209 nm, IP of 0.227,
PZ of -29.1 mV and EE of 91.45% for sulfamethoxazole and 96.26% for trimethoprim was
selected; and the formulation that presented a diameter of 233.3 nm, IP of 0.185, PZ of -31.0
mV and EE of 96.05% and 97.46% for sulfamethoxazole and trimethoprim, respectively. These
nanoparticles had a diameter compatible with the intraocular application and Pl which indicates
the homogeneity of the diameter. Additionally, the PZ close to -30 mV demonstrates the
stability of the formulations. EE results above 87% indicate the high efficiency of the method
in encapsulating drugs. The in vitro biocompatibility study was carried out through cytotoxicity
and proliferation assays of human retinal pigment epithelial cells (ARPE-19 cells). It was
determined that the polymeric nanoparticles were not cytotoxic to the cells, as they proved to
be viable. Furthermore, ARPE-19 cells proliferated in direct contact with the nanoparticles
when compared to the proliferation of control cells, in contact only with the incubation medium.
Finally, polymeric nanoparticles consisting of sulfamethoxazole and trimethoprim represent a

promising therapeutic alternative for the localized treatment of ocular toxoplasmosis.

Keywords: ocular toxoplasmosis, sulfamethoxazole, trimethoprim, nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma das zoonoses mais difundidas do mundo e é transmitida pelo
Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1908), um parasita intracelular obrigatorio e
com alta prevaléncia sorologica. A retinocoroidite é a lesdo mais frequentemente associada a
toxoplasmose, uma vez que 30% a 60% dos casos se devem ao T. gondii. A toxoplasmose ocular
ativa consiste em um foco coagulativo e necrético bem definido da retina, podendo estar

associada a uma inflamacéo difusa da retina e da coroide soroldgica (NEVES et al., 2010).

Devido a complexidade do ambiente ocular, a administracéo eficiente de medicamentos
oculares continua sendo um grande desafio. Em raz&o de duas barreiras oculares denominadas
hematorretiniana e hematoaquosa, os farmacos disseminados sistematicamente ndo alcancam,
em quantidades terapéuticas, o interior do olho (ALDAY; DOGGETT, 2017). Sabe-se que a
lesdo da retina pode se disseminar ou ampliar, provocando uma reacao inflamatdria que podera
agravar a uveite instalada. Por isso, a terapéutica é baseada principalmente na administracéo de

antiinflamatorios e antiparasitarios (NEVES et al., 2010).

Convencionalmente, as associacOes terapéuticas mais utilizadas para o tratamento da
toxoplasmose ocular s&o: a) Clindamicina, sulfadiazina e meticorten, entretanto, a clindamicina
altera profundamente a flora intestinal causando colites; b) Pirimetamina, sulfadiazina e
meticorten, sendo esta associacdo a mais usada, exceto durante a gravidez, uma vez que
pirimetamina é teratogénica; ¢) Espiramicina, sulfadiazina e meticorten, administrada quando
n&o se pode usar as associacOes anteriores; d) Azitromicina, uma alternativa, pois apresenta um
bom resultado sem causar efeitos adversos; e) Sulfametoxazol e trimetoprima, regime
supressivo que reduz o risco de doenca recorrente, mas também provoca efeitos colaterais
sisttmicos (NEVES et al., 2010; FELIX, 2015).

Com o intuito de contornar as desvantagens referentes a administracdo sistémica de
farmacos, uma alternativa proposta para que se mantenham niveis terapéuticos do farmaco no
meio intraocular séo os sistemas intravitreos de liberacdo controlada de fArmacos no segmento
posterior do olho. Estes sistemas utilizam diferentes tecnologias, como lipossomos,
microparticulas e nanoparticulas do tipo reservatoério ou matricial (MELLO FILHO et al.,
2010). Novos sistemas de administracdo de principios ativos, baseados em nanoparticulas

poliméricas, podem superar as barreiras que limitam seletivamente a entrada destes farmacos,
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facilitando o seu transporte e proporcionando a sua liberacdo prolongada diretamente no olho,

com o intuito de minimizar os efeitos colaterais sistémicos (SURI; BEG; KOHLI, 2019).

Um dos métodos para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas é a nanoprecipitacao,
que se baseia na precipitacao e formacao controlada de micelas de tamanho coloidal que contém
uma fase oleosa revestida por uma camada polimérica em um ambiente externo aquoso (FESSI
etal., 1989).

Neste trabalho, descreve-se a preparacdo e caracterizagcdo de sistemas nanomeétricos
constituidos por poli(e-caprolactona) (PCL), um polimero biodegradavel e biocompativel, e a
associacdo de sulfametoxazol e trimetoprima, farmacos que atuam contra o Toxoplasma gondii
utilizando o método da nanoprecipitacdo. Diante do exposto, € necessario o desenvolvimento
de uma formulacdo que permita a liberacdo dos farmacos diretamente no local de acdo e em
concentracdes que estejam dentro da faixa terapéutica, a fim de permitir o tratamento localizado
do processo infeccioso ocular gerado pelo T. gondii, que pode levar a cegueira ou a perda parcial

da acuidade visual do paciente acometido.

14



2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v

Desenvolver, caracterizar e avaliar a biocompatibilidade de nanoparticulas poliméricas

destinadas ao tratamento da toxoplasmose ocular.

2.2 Objetivos Especificos

v

Utilizar o método de nanoprecipitacdo para o desenvolvimento farmacotécnico de
formulagGes nanoparticuladas contendo sulfametoxazol, trimetoprima, PCL e Tween 80
(formulacéo piloto);

Otimizar a formulacdo piloto por meio do delineamento fatorial com réplicas no ponto
central,

Caracterizar as nanoparticulas por meio da determinacdo do didmetro da particula,
indice de polidispersao e potencial zeta;

Verificar se os tratamentos aplicados para a elaboracdo das formulagGes exercem
influéncia significativa nos resultados analisados;

Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do sulfametoxazol e trimetoprima nos sistemas
nanoparticulados;

Avaliar a viabilidade celular in vitro das formulagbes por meio dos ensaios de
citotoxicidade e proliferacdo de células humanas epiteliais pigmentares da retina
(ARPE-19).

15



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Toxoplasmose

A toxoplasmose é a doenca transmitida pelo Toxoplasma gondii, um protozoario
intracelular obrigatdrio, capaz de infectar amplamente vertebrados de sangue quente e até 30%
da populacdo em todo o mundo (FELIX, 2015). O parasita apresenta um ciclo de vida
complexo, reproduzindo-se tanto de forma sexuada como assexuadamente, e com diferentes
estagios morfolégicos e metabdlicos (NOGUEIRA; LIVERANI, 2014).

Em individuos com o sistema imune comprometido, a toxoplasmose pode evoluir para
um quadro clinico grave, ocasionando encefalite, retinite ou doenca disseminativa, isto €, uma
doenca capaz de invadir ou avancar sobre outros tecidos. Aqueles individuos em tratamento
quimioterapico, receptores de 6rgdos e infectados com HIV estéo inclusos no grupo de risco da
doenca (NEVES et al., 2010). Em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose revela-se
acima de tudo por lesdes oculares, apresentando-se como responsavel por até 85% das uveites
infecciosas do segmento posterior (NOGUEIRA; LIVERANI, 2014). Além disso, o impacto da
infeccdo primaria durante a gravidez, assim como a reativacdo da doenca em pacientes

imunocomprometidos sao fatores preocupantes ha décadas (KONSTANTINOVIC etal., 2019).

Depois que o parasito foi descoberto e descrito por Nicolle e Manceaux (1907) na
Tunisia e por Splendore (1908) no Brasil, testes sorologicos foram desenvolvidos e
possibilitaram a visualizacdo de anticorpos anti-T. gondii em varios organismos, fator que
indicava que a prevaléncia desta infecgdo em seres humanos seria ainda mais alta. Em 1909,
Nicolle e Manceaux descreveram o parasito e criaram 0 género Toxoplasma e a espécie T.
gondii., entretanto somente a partir da década de 70 é que seu estudo foi aprofundado (NEVES
etal., 2010; VIEIRA et al., 2018).

O T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, sendo este nome por causa da presenca de
um complexo apical polar que medeia sua adesdo as células do hospedeiro (OZGONUL;
BESIRLI, 2017). A maioria das infec¢cbes humanas ocorre pela ingestdo de oocistos
inicialmente produzidos no intestino do felino e que, posteriormente, se espalham pelo ambiente
por meio das fezes ou também pela ingestdo de cistos nos tecidos em carne mal cozida. A
infeccdo congénita acontece quando o feto € infectado pela méae durante a gravidez, processo
denominado transmissdo vertical (ALDAY; DOGGETT, 2017).
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O T. gondii possui 3 fases infecciosas basicas, com caracteristicas proprias e bem
estabelecidas: a) Taquizoito: é a forma proliferativa, livre ou trofozoito, encontrada durante a
fase aguda da infeccdo. E uma forma mével e de multiplicagdo rapida; b) Bradizoito: é a forma
encontrada em varios tecidos, geralmente durante a fase cronica da infeccdo. Os bradizoitos se
multiplicam lentamente dentro do cisto, o que dificulta a acdo de mecanismos imunologicos do
hospedeiro; ¢) Oocistos: € a forma de resisténcia, a qual apresenta uma parede dupla resistente
as condicBes do meio ambiente. Os oocistos sdo gerados nas células intestinais de felideos ndo-
imunes e, posteriormente, excretados imaturos junto com as fezes. Apds esporulagdo no
ambiente contém dois esporocistos, com quatro esporozoitos cada, sendo entdo ingeridos pelo
ser humano (NEVES et al., 2010; FELIX, 2015).

O ciclo de vida do T. gondii é representado na Figura 1.

Figura 1. Ciclo biolégico de Toxoplasma Gondii.
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Fonte: NEVES et al., 2010.

O ciclo de vida do T. gondii, conhecido como heteroxénico facultativo, permite sua

replicacdo por meio de dois mecanismos: o ciclo sexual e o ciclo assexual. O primeiro ciclo
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requer as células intestinais de felinos, enquanto o segundo ocorre em qualquer hospedeiro
susceptivel, como o homem, outros mamiferos e aves. Os hospedeiros definitivos do parasita
sdo os membros da familia Felidae, principalmente gatos domésticos e outros felideos jovens,
que desenvolvem a reproducdo sexuada em seu trato intestinal. Os felinos ingerem tecidos
contendo cistos, que liberam os bradizoitos, os quais sdo capazes de invadir os enterdcitos e
sofrer um processo de multiplicacdo por esquizogonias, diferenciando-se entdo em gametas
masculinos moveis (microgametas) e femininos imoveis (macrogametas). A fusdo do micro e
macrogameta origina um zigoto diploide, também chamado de oocisto. A liberacéo do oocisto
ainda imaturo para 0 meio externo se da através das fezes desses animais e a sua maturagao ja
no solo ocorrerd por um processo denominado esporogonia, apresentando por fim dois
esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos, tornando-se infectante. O ser humano e
outros animais, funcionando como hospedeiros intermediarios, podem adquirir a toxoplasmose
ao contaminar-se com oocistos pela ingestdo de alimentos crus que tiveram contato com o solo
ou agua contaminada; em atividades exercidas diretamente na terra; por contato direto com
gatos infectados; ou, no caso das gestantes, a mae podera transmitir formas de taquizoitos ao
feto, através da circulacdo placentéaria. Existe também a possibilidade de contaminacdo
diretamente por taquizoitos ou trofozoitos, por meio de transplante de 6rgaos ou transfusao de
sangue, entretanto séo raros estes eventos (NEVES et al., 2010; FELIX, 2015).

A soroprevaléncia dos anticorpos contra o T. gondii varia consideravelmente em todo o
mundo, uma vez que as taxas de infeccdo humana séo induzidas pelo clima, consumo de carne
mal cozida, habitos de higiene e exposi¢do continua a gatos (ALDAY; DOGGETT, 2017). De
acordo com Dubey et al. (2012), no Brasil, por exemplo, a soropositividade para anticorpos
contra T. gondii oscila de 20% a 90% entre diversos grupos. Além disso, foram encontradas
soroprevaléncias muito altas, de 36% a 92%, em mulheres gravidas, indicando que a
prevaléncia da doenca em criancas e em gestantes no Brasil ¢ uma das mais elevadas
mundialmente (DUBEY et al., 2012).

3.1.2 Toxoplasmose ocular

O T. gondii foi descrito como responsavel por quadros de neuropatia Otica, uveite
anterior e posterior, retinocoroidite e catarata em adultos humanos, uma vez que, apos a
contaminacdo, muitos pacientes apresentavam inflamacdes e cicatrizes em tecidos oculares
(VIEIRA et al., 2018).
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Em um estudo de Nguyen et al. (2011), a toxoplasmose foi a etiologia mais comum da
uveite em pacientes em tratamento e entre todas as outras etiologias obteve uma prevaléncia de
14%. Segundo Ozgonul e Besirli (2017), varios estudos de diferentes regibes do mundo
identificaram a toxoplasmose ocular como a forma mais comum de uveite posterior. Este
quadro, desencadeado por T. gondii, apresenta-se de maneira classica como uma lesdo

necrosante focal, granulosa, exsudativa e unilateral (DANTAS, 2017).

A retinocoroidite é estabelecida como uma lesdo especifica da toxoplasmose, sendo que
30% a 60% dos casos se devem ao T. gondii. E decorrente de uma infecgdo cronica com a
existéncia de cistos contendo bradizoitos na retina ou aguda com a presenca de taquizoitos
(NEVES et al., 2010). Em lesdes ativas, € definida por um processo necrético com inflamagéo
granulomatosa ou nao nos tecidos da retina e coroide e, em lesdes inativas, por escotomas de

tamanho e localizagéo referentes ao desenvolvimento da retinocoroidite (VIEIRA et al., 2018).

A toxoplasmose ocular manifesta-se principalmente na segunda, terceira e quarta década
de vida. Torna possivel o diagndstico clinico por gerar, na maior parte dos casos, lesdes oculares
muito caracteristicas (NOGUEIRA; LIVERANI, 2014). Entretanto, quando o diagndstico
clinico ndo puder ser feito asseguradamente por um exame fundoscépico, testes sorologicos
podem ser necessarios (OZGONUL; BESIRLI, 2017).

O sistema ocular pode ser acometido tanto em casos congénitos bem como em casos
adquiridos, sendo frequentemente observadas complicacdes e recorréncias, que podem agravar
0 quadro ocular e até levar a perda da visdo (DANTAS, 2017). Ao exame oftalmoldgico
percebe-se habitualmente uma lesdo de retinocoroidite focal, esbranquicada, acompanhada por
uma reacao inflamatéria que pode ser exuberante e proxima a cicatrizes antigas (NOGUEIRA;
LIVERANI, 2014). Outros sinais clinicos usuais de toxoplasmose ocular englobam leséo por
satélite, vasculite focal ou generalizada, sindrome inflamatdria da hipertensdo ocular e cicatriz
retinocoroidal (OZGONUL,; BESIRLI, 2017).

3.1.3 Tratamento da toxoplasmose

A patogénese Unica de T. gondii apresenta desafios para a terapia medicamentosa. Ao
contrario de outros apicomplexos, T. gondii atravessa a barreira hematoencefalica e estabelece
infeccdo persistente que pode gerar resisténcia a medicamentos. Um medicamento ideal para a
toxoplasmose alcancaria concentragdes terapéuticas, sistémicas, cerebrais e oculares (ALDAY;
DOGGETT, 2017).

19



Os medicamentos disponiveis para a terapéutica da toxoplasmose sd0 poucos
numerosos, sendo os principais: pirimetamina, sulfadiazina e espiramicina. Em algumas
situagcBes, como por exemplo, para prevenir a reativacdo toxoplasmatica em pacientes
imunocomprometidos, outros tratamentos foram propostos, tais como a associagdo
sulfametoxazol e trimetoprima. Ainda ndo existe um medicamento que seja eficaz na fase
cronica da infecgdo, uma vez que os farmacos disponiveis agem contra os taquizoitos, mas nao
contra os cistos. A maioria dos individuos com sorologia positiva ndo apresentam a doenca e
pelo fato dos medicamentos serem toxicos em usos prolongados, é recomendado o tratamento
apenas dos casos agudos da toxoplasmose ocular e dos individuos imunodeficientes. No Brasil,
0 tratamento especifico nem sempre € preconizado nos casos em que 0 hospedeiro é
imunocompetente, exceto em infeccdo inicial durante a gestacdo ou quando ha
comprometimento de outros orgdos, como miocardite e coriorretinite. O Ministério da Saude
recomenda o tratamento da toxoplasmose em gestantes, recém-nascidos e pacientes
imunodeprimidos (BRASIL, 2010; NEVES et al., 2010; DARDE; FOUGERE; BUXERAUD,
2018).

A terapia de primeira linha da toxoplasmose consiste na combinagdo de pirimetamina e
sulfadiazina com leucovorina, que € acrescentada para evitar a toxicidade hematologica. Neste
caso, a sulfadiazina pode ser substituida por clindamicina se o paciente tiver alergia a farmacos
com sulfa. Entretanto, o regime contendo clindamicina é menos eficaz na prevencéo de recaidas
e apresentou taxas similares de toxicidade (ALDAY; DOGGETT, 2017). A pirimetamina é um
antiprotozoario que inibe o metabolismo do &cido folico, destruindo os taquizoitos. O seu uso
ndo é recomendado nos trés primeiros meses de gravidez. J& a sulfadiazina é um antibidtico da
classe das sulfonamidas, sendo eficaz no tratamento da toxoplasmose em combinagdo com a
pirimetamina (DARDE; FOUGERE; BUXERAUD, 2018).

Quando a terapia de primeira linha é contraindicada, atovaquona ou azitromicina podem
ser utilizadas como alternativa para o tratamento e profilaxia da toxoplasmose. No entanto,
estes farmacos alternativos apresentam taxas semelhantes de intolerancia ao paciente quando
comparadas a terapia de primeira escolha (ALDAY; DOGGETT, 2017).

A espiramicina € um antibiotico antibacteriano representante da familia dos
macrolideos. E importante quando ocorre soroconversio materna durante a gravidez, sendo
possivel realizar um tratamento preventivo da passagem transplacentaria do parasito (DARDE;
FOUGERE; BUXERAUD, 2018).
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Sulfametoxazol e trimetoprima demonstraram eficicia semelhante a pirimetamina e
sulfadiazina sendo utilizados também como alternativa caso a pirimetamina ndo seja tolerada
ou ndo estiver disponivel e/ou quando os pacientes ndo tiverem alergia as sulfas (ALDAY;
DOGGETT, 2017). A escolha terapéutica pode ser orientada também pela disponibilidade ou
preco das moléculas, visto que a pirimetamina néo esta disponivel ou ndo é acessivel em muitos
paises, 0 que pode explicar o amplo uso de sulfametoxazol e trimetoprima como tratamento de
primeira linha nesses paises (KONSTANTINOVIC et al., 2019). Além do tratamento da
infeccdo ativa, sulfametoxazol e trimetoprima desempenham um papel profilatico na prevencéo
de toxoplasmose ocular recorrente (OZGONUL; BESIRLI, 2017).

A terapéutica da toxoplasmose ocular consiste substancialmente na administracdo de
um antiinflamatdrio e antiparasitarios. Apos o rompimento dos cistos ali presentes, sabe-se que
a lesdo da retina pode se disseminar ou ampliar, causando uma reacdo inflamatoria capaz de
agravar a uveite instalada (NEVES et al., 2010).

Em 1992, Opremcak et al. avaliaram sulfametoxazol e trimetoprima como uma nova
opcao de tratamento para doencas oculares. Neste estudo, 0s pacientes obtiveram resolugéo de
retinocoroidite ativa juntamente com melhora da visdo. Os autores concluiram que a terapia
proposta substituiu seguramente a pirimetamina e sulfadiazina no tratamento da toxoplasmose
ocular. No entanto, testes laboratoriais e testes de acompanhamento devem ser considerados ao
utilizar esse esquema terapéutico (OPREMCAK et al., 1992; OZGONUL; BESIRLI, 2017).

Em um estudo mais recente, Felix (2015) avaliou o efeito da terapia profilatica com
sulfametoxazol e trimetoprima em reduzir o risco de recorréncias de retinocoroidite. Neste
estudo, determinou que a incidéncia de recorréncia de retinocoroidite por toxoplasmose em 12
meses foi de 0% nos grupos sulfametoxazol e trimetoprima, enquanto o grupo placebo
apresentou 12,80% (FELIX, 2015).

Desta forma, o objetivo do tratamento da toxoplasmose ocular é interromper o dano
retinal ao dificultar a multiplicacdo dos parasitas durante o estagio ativo da retinite e reduzir a
gravidade da inflamacé&o, o risco de lesdes visuais e de complicagcdes permanentes (MORAIS;
ARANTES; MUCCIOLI, 2018). Isto evidencia a necessidade de desenvolver formas
farmacéuticas ndo convencionais que visem a liberacdo controlada dos farmacos no local de

acdo e diminuam os efeitos adversos.
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3.1.4 Sulfametoxazol e trimetoprima

Sulfametoxazol (Figura 2) é uma sulfa de acéo intermediaria, com rapida absor¢éo oral,
excrecdo renal prolongada e que se difunde por todo o organismo, alcancando niveis
terapéuticos na bile e no liquor. E a sulfonamida mais utilizada em associacdo com a
trimetoprima para o tratamento de infeccbes por germes sensiveis. As sulfas inibem o
metabolismo das bactérias ao competirem com o acido p-aminobenzoico (PABA) pela enzima
diidropteroato sintetase. A associa¢do do sulfametoxazol com a trimetoprima exerce uma acao
bactericida cujo mecanismo de acdo se caracteriza pela interferéncia na sintese ou ac¢do do
folato, interrompendo uma etapa metabolica essencial que impede o crescimento bacteriano. A
associacdo dos farmacos contém a propor¢do de uma parte de trimetoprima para cinco partes
da sulfa, sendo chamada também de cotrimoxazol. Nessa proporcdo 1:5, produz um efeito
sinérgico, de forma que microrganismos pouco sensiveis a uma delas constantemente se
mostram bastante sensiveis a combinacéo (SILVA, 2008; TAVARES, 2014).

O sulfametoxazol é um po cristalino branco ou quase branco. E praticamente insolGvel
em agua, facilmente soltvel em solucdes diluidas de hidroxido de sodio e ligeiramente soltvel
em alcool etilico (BRASIL, 2019).

Figura 2. Estrutura quimica do sulfametoxazol.
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Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2019.

Ja a trimetoprima (Figura 3) é um derivado da pirimidina e apesar de exercer
isoladamente acdo antimicrobiana, sua efetividade é diminuida pelo acimulo de diidrofolatos

que continuam a ser formados pela célula parasitaria a partir do PABA. Diante disso, a
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associacdo com derivados sulfonamidicos, que bloqueiam a sintese do acido félico, potencializa
a sua acao antiparasitaria por impedir a formacéo dos diidrofolatos. Assim, como resultado da
associacdo, surge uma atividade altamente sinérgica contra os microrganismos sensiveis e com
baixa toxicidade para 0 homem. Regularmente, os comprimidos contém 80 mg de trimetoprima
e 400 mg de sulfametoxazol. Também existem apresentacdes que contém o dobro destas doses,

conhecidas como apresentacdes reforcadas (TAVARES, 2014).

A trimetoprima € um pé cristalino, branco ou branco amarelado. Geralmente apresenta
polimorfismo e tem uma baixa solubilidade em &gua, sendo ligeiramente solGvel em &lcool

metilico e pouco soltivel em alcool etilico (BRASIL, 2019).

Figura 3. Estrutura quimica da trimetoprima.
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Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2019.

Quanto a eficacia de sulfametoxazol e trimetoprima, pesquisas realizadas in vitro
comprovaram acdo combinada do sulfametoxazol e da trimetoprima contra o T. gondii
detectado no interior das células. A associacdo pode ser empregada na forma ganglionar da
toxoplasmose em pacientes imunocompetentes e se mostrou eficaz na profilaxia primaria da
toxoplasmose em individuos com AIDS. Ademais, 0 uso desse regime na gravidez sé deve ser
indicado em situacGes de elevado beneficio, como o tratamento da toxoplasmose e da
pneumocistose na gestante (TAVARES, 2014).

A associacéo de sulfametoxazol e trimetoprima é uma alternativa valiosa ao tratamento
classico da toxoplasmose (800mg/160mg via oral, 2 vezes ao dia), 0 que pode ser explicada

pelo seu facil acesso, baixo custo, boa tolerabilidade e ampla distribuicdo (FELIX, 2015).
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Soheilian et al. (2005) comparou a terapia classica ao sulfametoxazol e trimetoprima,
apresentando uma reducao similar do tamanho da lesao e resolucdo da inflamacao em todos os

Casos.

Em 2018, Morais et al. descreveram as praticas de tratamento para a toxoplasmose
ocular no Brasil. Em sua pesquisa com especialistas brasileiros em uveite, 57,4% dos
entrevistados escolheram sulfametoxazol e trimetoprima para o tratamento de individuos
imunocompetentes. Em relacdo ao tratamento profilatico de recidiva com sulfametoxazol e
trimetoprima, 83,3% relataram o0 uso desse regime em pacientes com recaidas frequentes,
enquanto 61,1% mencionaram o uso desse tratamento para aqueles em risco de perda visual
grave. Além disso, a aderéncia ao tratamento pelos pacientes para a associacdo de
sulfametoxazol e trimetoprima foi considerado bom, regular, e ruim/muito ruim por 94,4%,
3,7% e 1,9% dos entrevistados, respectivamente. Em comparacdo, a adesdo a sulfadiazina,
pirimetamina com &cido folinico foi considerado bom, regular e ruim/muito ruim por 37,0%,
44,4% e 18,5%, respectivamente (MORAIS; ARANTES; MUCCIOLLI, 2018).

De acordo com Casoy et al. (2020), em sua revisdao para avaliar a eficacia dos
tratamentos para toxoplasmose ocular, o tratamento mais usualmente prescrito para os pacientes
foi sulfametoxazol e trimetoprima (52,3%) seguido por pirimetamina e sulfadiazina (28%). Para
mais, demonstrou que 96,9% dos pacientes foram tratados com sucesso, indicando que todos
os tratamentos utilizados foram altamente eficazes no tratamento dos episddios ativos de
toxoplasmose ocular, sendo que a melhor resposta ao tratamento foi de 96,6% para pacientes

tratados com o regime sulfametoxazol e trimetoprima (CASQY et al., 2020).

3.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia farmacéutica se aplica a producdo, ao desenvolvimento e a
caracterizacdo de materiais farmacéuticos com dimensoes entre 1 e 100 nm, sendo considerado
o limite maximo de até 1.000 nm. Esse ambito envolve a formulacdo e o desenvolvimento de
nanomedicamentos a fim de melhorar a poténcia e eficicia do farmaco, além da aplicacdo dos
nanomateriais em tecidos de engenharia e implantes com a finalidade de fabricar estruturas que

possam auxiliar na regeneragédo do tecido dentro do corpo (AULTON; TAYLOR, 2016).

A liberacdo controlada de farmacos tem como objetivo principal proporcionar
diminuicdo do numero de doses, reducdo dos efeitos adversos e consequentemente manter o
efeito terapéutico desejado, uma vez que ha maior facilidade da adesdo do paciente ao
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tratamento. Os principais sistemas utilizados, incluem-se os lipossomas, as microparticulas e as
nanoparticulas (MALAQUIAS et al., 2018).

Nanoparticulas a base de polimeros, sintéticos ou naturais, fornecem um caminho
alternativo para aplicacbes terapéuticas devido a certas caracteristicas, como
biocompatibilidade, ndo imunogenicidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade (YETISGIN et
al., 2020). Nanoparticulas sélidas podem ser formadas por meio de polimeros com a substancia
associada a superficie da particula ou incorporada dentro da matriz do polimero, a partir da
reducdo de tamanho das particulas (AULTON; TAYLOR, 2016).

Estes sistemas tém sido planejados, sobretudo, para administracdo parenteral, oral ou
oftadlmica, tendo em vista inumeras aplicacdes terapéuticas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Nas
Gltimas décadas, a nanotecnologia parece oferecer novas perspectivas no manejo de doencas
oculares, realizando liberacdo controlada, garantindo baixa irritacdo ocular, melhorando a
biodisponibilidade do medicamento ou melhorando a compatibilidade do tecido ocular (WENG
etal., 2017). Embora a combinacao de nanotecnologia e administracdo ocular de medicamentos
vise um sistema mais especifico e direcionado, a estrutura e 0 ambiente Unico do olho humano
ainda limita seu uso (SURI; BEG; KOHLI, 2019).

3.2.1 Administracéo ocular

O olho humano é um 6rgéo de estrutura globular com tamanho de cerca de 24 mm e
consiste em duas partes principais: 0s segmentos anterior e posterior. As duas partes tém varias
barreiras bioldgicas para proteger os olhos de substancias estranhas. A cdrnea esta situada no
segmento anterior externo do olho humano, acompanhada pela camara anterior, pupila, iris,
lente e conjuntiva. A porcdo posterior consiste no corpo vitreo, retina, mécula, nervo éptico,
cordide e esclera (WENG et al., 2017; TSAI et al., 2018). A anatomia ocular e as vias de

administracdo oculares tradicionais podem ser observadas na Figura 4.
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Figura 4. Anatomia ocular e vias de administracdo: as setas pretas mostram diferentes estruturas oculares e as

setas vermelhas mostram as vias de administracéo.
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A administracdo de medicamentos por vias néo invasivas, abrangendo medicamentos
orais, pomadas para os olhos e colirios tdpicos, tem sido abundantemente utilizada no
tratamento de varias doencas oculares, entretanto a maioria é ineficaz e aplicavel apenas a

sintomas leves iniciais (TSAI et al., 2018).

Injecdo intravenosa e dosagem oral sdo estratégias de administracdo sistémica para
atingir o olho. Entretanto, as barreiras presentes no ambiente ocular, como a barreira
hematorretiniana externa dificulta a entrada da maioria dos farmacos no olho, contribuindo para
que apenas 1% a 2% dos medicamentos administrados acessem a retina e o corpo vitreo. Assim,
administrar medicamentos no lado interno profundo do olho por administracdo sistémica € um
desafio (WENG et al., 2017).

Os colirios sdo a forma primordial de administracdo topica devido a boa adesdo do
paciente e consideracGes econdmicas, mas sao menos eficientes no tratamento de doencas
oculares posteriores. J& entre as diversas alternativas de inje¢des tdpicas, a injecdo intravitrea é
a via de administracdo mais comumente utilizada. Pode servir como uma via de administracéo
eficiente para o tratamento de doencas oculares posteriores, por meio de injecdo de solucéo ou

suspensdo de farmaco diretamente na cavidade, sem causar desconforto. Por outro lado, a
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injecdo periocular inclui uma série de inje¢des tdpicas que sdo utilizadas para ultrapassar 0s
inconvenientes da administracdo sisttmica e aumentar a concentracdo do farmaco nos tecidos

intraoculares, podendo ser menos invasivas que a injecdo intravitrea (WENG et al., 2017).

Um grande interesse nas nanoparticulas € sua administracao oftdlmica, a fim de garantir
0 aumento da biodisponibilidade ocular, o controle da liberacdo e a diminuicdo dos efeitos
adversos devido a absorcao sistémica de certos farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003). As
nanoparticulas apresentam vantagens tais como sua capacidade de converter e sustentar a droga
na forma ndo ionizada na area pré-cdrnea e conjuntival, além de melhorar o transporte de
medicamentos através de diferentes barreiras oculares e nos tecidos intraoculares (SURI; BEG,;
KOHLLI, 2019).

3.2.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas podem ser classificadas em nanocépsulas e nanoesferas, as quais
diferem entre si de acordo com sua composicdo e organizacdo estrutural. Nas nanocapsulas,
uma membrana polimérica exclusiva envolve agentes terapéuticos ao redor de um nucleo
oleoso, enquanto nas nanoesferas 0s agentes terapéuticos sao diretamente dispersos por toda a
matriz polimérica ou dentro da matriz polimérica, além de ndo apresentar O0leo em sua
composicdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; YETISGIN et al., 2020).

A associacdo de agentes terapéuticos com nanoparticulas exibindo propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas Unicas e projetando seus caminhos para direcionamento adequado € uma
abordagem promissora no fornecimento de uma ampla gama de moléculas para determinados
locais do corpo (YETISGIN et al., 2020). Além disso, a administracdo ocular de nanoparticulas

pode ser utilizada com a finalidade de reduzir a irritagdo do olho (TSAI et al., 2018).

Sendo assim, no presente estudo, optou-se pelo desenvolvimento de formulacGes
contendo sulfametoxazol e trimetoprima em nanocarregadores para 0 tratamento da
toxoplasmose ocular. A elaboracdo de nanoparticulas € uma alternativa para contornar o0s
problemas relacionados a biodisponibilidade dos farmacos e possibilitar o tratamento

localizado da toxoplasmose ocular.

3.2.2.1 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo consideradas como o sistema da matriz, no qual a matriz
é dispersa uniformemente (YETISGIN et al., 2020). Em geral, as nanoparticulas poliméricas
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sdo formuladas a partir de polimeros naturais ou sintéticos, sendo que os mais explorados sao
0s biodegradaveis, como o &cido polilactico (PLA), o poli (lactido-co-glicélido) PLGA, a
poli(e-caprolactona) (PCL) e os polissacarideos (AULTON; TAYLOR, 2016). Na Figura 5 esta
uma representacdo esquematica de como ocorre 0 encapsulamento de um farmaco em um

polimero para a formacao de nanoparticulas.

Figura 5. Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas: farmaco encapsulado na matriz polimérica.
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Fonte: Adaptado de RIVAS et al., 2017.

Uma exigéncia importante para que os materiais poliméricos possam ser empregados na
preparacdo de sistemas de liberagcdo de farmacos € que estes e 0s seus produtos de degradacéo

apresentem uma boa biocompatibilidade e ndo sejam toxicos (MALAQUIAS et al., 2018).

De fato, as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis podem servir como
nanocarreadores adequados com o objetivo de resolver o problema de administracdo frequente,
proteger o medicamento do contato com enzimas e proteinas na circulacdo, além de possibilitar
que os farmacos incorporados sejam mantidos com liberacdo controlada na area desejada. Além
disso, para a terapia ocular, as propriedades de entrega das nanoparticulas podem ser
manipuladas para alcancar a regido desejada nos segmentos anterior ou posterior do olho ao se
modificar o seu tamanho/carga. Diante disso, o seu tamanho pequeno também pode auxiliar na

superacdo da barreira hematorretiniana (TSAI et al., 2018)

A existéncia de infinitas metodologias de preparacdo de nanoparticulas poliméricas
mostra a capacidade de controlar as particularidades de liberacdo de agentes terapéuticos

incorporados, 0 que garante a entrega de uma maior concentracao terapéutica no local alvo
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(YETISGIN et al., 2020). Existem diversos procedimentos relatados na literatura para a
preparacdo de nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser principalmente classificados em
métodos baseados na polimerizagdo in situ de monémeros dispersos ou na precipitagdo de
polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Um método favoravel para obter nanoparticulas de PLGA descrito por Morales-Cruz et
al. (2012) foi a nanoprecipitagdo, procedimento desenvolvido por Fessi et al. (1989) e que
permite a producdo de particulas na faixa de 100 a 300 nm. As vantagens deste método incluem
um passo Unico, que ndo exige graus de agitacdo, cisalhamento, sonificacdo ou altas
temperaturas. O método de nanoprecipitacdo é adequado para compostos hidrofébicos que sdo
sollveis em acetona ou etanol, contudo apresentam solubilidade limitada na &gua (MORALES-
CRUZ et al., 2012).

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero sintético biodegradavel da familia dos
poliésteres, parcialmente cristalino, hidrofébico, linear e pode ser lentamente biodegradado por
microrganismos. Um polimero biodegradavel é caracterizado como um polimero que sofre
degradacdo quimica in vivo, seja por a¢do enzimatica ou hidrélise, capaz de originar produtos
ndo tdxicos e biocompativeis, que sdo metabolizados e excretados pelas vias fisiologicas usuais
(MALAQUIAS et al., 2018).

Diante do exposto, este trabalho descreve a elaboracdo de nanoparticulas constituidas
por PCL e a associacdo de sulfametoxazol e trimetoprima utilizando o método de

nanoprecipitacao.

29



4. MATERIAIS

4.1 Substancias quimicas, polimero e reagentes

Acetona P.A (C.R.Q®);

Acetonitrila grau HPLC,;

Agua ultrapura purificada em sistema Milli-Q®;
Poli (e-caprolactona) - PCL (AldrichChemistry®);
Polissorbato (Tween 80) (Vetec®);
Sulfametoxazol SQR;

Trietilamina grau HPLC,;

NN N N R

Trimetoprima SQR.

4.2 Vidrarias e materiais

v Balbes, buretas e pipetas volumétricas calibradas;
v Béqueres;

v' Eppendorfs (2mL);

v Vials para cromatografia (2mL).

4.3 Equipamentos

Balanca analitica Shimadzu®, modelo AUW220D;
Centrifuga MPW Med. Instruments®, modelo MPW 260R;
Cromatografo Waters Aliance®;

Micropipetas automaticas;

\Vortex;

NN

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®).
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5. METODOLOGIA

5.1 Elaboracéo das nanoparticulas poliméricas — formulacéo piloto

As nanoparticulas foram produzidas utilizando a técnica de nanoprecipitacdo (FESSI et
al., 1989). Por meio da solubilizacdo de 50 mg de PCL em 8 mL de acetona, preparou-se uma
solucdo (fase organica). A esta solucdo foram adicionados 2 mg de sulfametoxazol e 0,400 mg
de trimetoprima. Esta solucdo foi transferida, por gotejamento, 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
solugéo aquosa. A solugédo formada (formulacéo piloto) permaneceu a temperatura ambiente

(25-30° C), sob agitacdo magnética, durante 8 horas, para evaporacdo da acetona.

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 o método de
nanoprecipitacdo descrito no item anterior. A partir da formulagéo piloto, foram desenvolvidas
8 formulacbes por meio da variacdo de 3 fatores determinantes para o seu desenvolvimento
[massas de sulfametoxazol e trimetoprima, concentracdo do Tween 80 e massa da poli (e-
caprolactona)]. Cada um destes fatores foi avaliado em 2 niveis [nivel alto (+1) e nivel baixo (-
1)] (Tabela 1), com repeti¢cdes no ponto central (0). As condigdes que se mantiveram fixas

foram: (1) volume de acetona (8 mL) e (2) volume da solucéo aquosa (5 mL).

Tabela 1. Niveis dos fatores alterados no delineamento fatorial para otimizacéo da formulag&o.

o Nivel baixo Ponto central Nivel alto
Variaveis independentes
(-1) ) (+1)
Massas de sulfametoxazol e 3 mge 0,600
) ) 1mge0,200mg 2mge 0,400 mg
trimetoprima mg
Concentracdo do Tween 80 0,5% (m/v) 1% (m/v) 1,5% (m/v)
Massa de poli(e-caprolactona) 25 mg 50 mg 75 mg

Abreviaturas: % m/v= porcentagem massa/volume; mg= miligrama.
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A Tabela 2 representa a matriz do delineamento fatorial, no qual foram preparadas 8
formulagdes de nanoparticulas, sendo estas enumeradas de 1 a 8. A formulacao 9 representa a
formulacdo piloto, cujas variaveis independentes ndo foram alteradas [ponto central (0)] e

foram preparados 5 lotes.

Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial 23 com réplicas no ponto central aplicado a otimizacéo da formulacéo
de nanoparticulas, classificadas de 1 a 8, em que as variaveis independentes: massas de sulfametoxazol e

trimetoprima; concentragdio do Tween 80 e massa da poli (g-caprolactona) foram premeditadamente

modificadas.
Massas de Concentracdao do  Massa da poli (e-
Formulacdes sulfametoxazol e Tween 80 caprolactona)
trimetoprima (% miv) (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

Abreviaturas: % m/v= porcentagem massa/volume; mg= miligrama.

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

5.3.1 Didmetro da particula e indice de polidispersao

O didametro médio e o indice de polidispersdo (IP) das nanoparticulas da formulacdo
piloto e das 8 formulagdes do delineamento fatorial foram determinados por espectroscopia de
correlagdo fotonica. As andlises foram realizadas da seguinte forma: 2 pLL de cada formulagao
foram diluidos em 1 mL de &gua ultrapurificada e transferidos para cubeta de vidro. O resultado
foi obtido através da utilizacdo do equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). As
leituras foram realizadas a 25°C, em triplicata, e 0s resultados obtidos foram expressos como

média £ desvio padréo.
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5.3.2 Potencial zeta

O potencial zeta (PZ) das nanoparticulas foi determinado a partir da mobilidade
eletroforense por anemometria de laser doppler num campo elétrico de 150 V/cm (Zetasizer
Nano ZS/Malvern Instruments). Para a determinagdo deste parametro, 2 pLL de cada formulagao
foram diluidos em 1 mL de agua ultrapurificada e transferidos para a cubeta émega. Estas

nanoparticulas foram analisadas em triplicatas a 25°C.

5.4 Avaliacao estatistica por ANOVA das formulac6es obtidas no delineamento fatorial

O diametro de particula, IP e PZ obtidos para as nanoparticulas da formulacéo piloto e
das formulagdes 1 a 8, que foram produzidas ap6s a modificacdo deliberada das variaveis
independentes (massa dos farmacos, massa do surfactante e massa do polimero), foram
comparados por analise de variancia uni-variada (ANOVA). Admitiu-se intervalo de confianca

de 95%, sendo os valores de p < 0,05 reconhecidos como estatisticamente significativos.

5.5 Método cromatogréafico para a quantificacdo dos farmacos nas nanoparticulas

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizado para a
quantificacdo dos farmacos apresenta 0s seguintes parametros cromatograficos: Cromatografo
Waters Aliance®, coluna ACE C18 (150 mm x 4,6 mm, e 5um de tamanho de particula),
volume de injecédo de 10 uL, temperatura de 30 °C, comprimentos de onda de deteccédo para
sulfametoxazol e trimetoprima iguais a 240 e 270 nm, respectivamente, e eluicdo em gradiente
conforme descrito na Tabela 3. Para o preparo da Fase A misturou-se 1400 mL de agua, 400
mL de acetonitrila e 2 mL de trietilamina em baldo volumétrico de 2000 mL. Ajustou-se o pH
para 5,9 + 0,1 com hidroxido de sodio 0,2 M ou acido acético glacial e completou-se o volume
com &gua. Para a Fase B empregou-se 0 mesmo procedimento, mas somente a acetonitrila foi
utilizada. Para o preparo das solugdes foram pesados e transferidos 25 mg de cada farmaco para
balGes volumétricos de 5 mL, completando-se o volume com acetonitrila. As solucGes estoque
resultantes apresentaram concentracdo de 5000 pg/mL e foram diluidas para a obtencdo de

solucdes a 100 pg/mL de cada um dos farmacos (BRASIL, 2019).
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Tabela 3. Condigdes para a eluicdo em gradiente do método cromatografico para a quantificacdo de

sulfametoxazol e trimetoprima incorporado e liberado pelas nanoparticulas.

Tempo (minutos) Fase A* (%) Fase B* (%0)
0-10 100 0

10-20 15 85

20 -22 100 0

*Fase A: Acetonitrila e HO (4:1) + Trietilamina 0,1% (p/v); *Fase B: Acetonitrila.

Abreviaturas: H,O= agua; % p/v= porcentagem em peso/volume.
5.6 Porcentagem e eficiéncia de encapsulacéo

Sulfametoxazol e trimetoprima foram quantificados nas nanoparticulas das formulagdes
1 a 8, com a finalidade de se determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) destes farmacos nos
sistemas. As nanoformulag¢6es foram homogeneizadas com o auxilio de um vortex e o farmaco
ndo encapsulado foi removido utilizando centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos, a 8 °C.
Posteriormente, 1 mL de sobrenadante de cada lote preparado foi adicionado a 1 mL da fase
movel e agitou-se. Todas estas solucBes foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e calculada a eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados foram representados
pelos dados referentes a &rea sobre a curva, calculando-se a média, variancia, desvio padréo e
desvio padréo relativo das nanoparticulas e padrdo referente a cada farmaco. Com base nas
médias, foram calculados a porcentagem de farmaco ndo encapsulado (Equacdo 1) e a eficiéncia

de encapsulacdo (Equacéo 2), conforme descrito abaixo.

Equacdo 1

% farmaco ndo encapsulado = Concentracdo encontrada no sobrenadante (ug) x 100

Quantidade de farmaco colocada na nanoparticula (1g)

Equacéo 2

Eficiéncia de encapsulacdo = 100% - % farmaco nédo encapsulado
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5.7 Estudo de biocompatibilidade in vitro
5.7.1 Ensaio com MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). Aproximadamente 5 x 10* células ARPE-19 foram semeadas em placas de cultura de
24 pocos. Apobs 24 horas, 0 meio foi descartado e novo meio DMEM/F-12 10% SBF contendo
as nanoparticulas das formulacgdes 1 e 8 foi colocado em contato com as células. Apds 24 horas,
0 meio foi descartado, e 170 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL) e 210 pL do meio de cultura
foram adicionados a cada poco. Apos 2 horas, os cristais de formazan foram dissolvidos em
210 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% (p/v) em HCI 0,1 mol/L. Apds 18 horas, 100 pL
de solucdo foram transferidos para uma placa de 96 pocos e a densidade 6tica (OD) foi medida
em 595 nm. As células que receberam o0 meio sem as nanoparticulas foram submetidas as
mesmas condigdes experimentais. Células ARPE-19 sem tratamento foram consideradas o
controle e foram fixadas como sendo 100% de viabilidade. A viabilidade celular foi
demonstrada por meio de um histograma (FERNANDES-CUNHA et al., 2016).

5.7.2 Ensaio de migracao celular

Para determinar a taxa de migracdo celular das células ARPE-19 foi realizado o ensaio de
cicatrizacdo de feridas que consiste em criar uma ferida e mensurar a taxa de migracéo das
células. Para isso, foram utilizadas duas placas de cultura de 12 pogos e as células foram
plagueadas em uma concentracéo de 3 x 10° células/pogo. Apos 48 horas de incubagdo a 37 °C,
5% de CO; e 95% de umidade e as células ja confluentes em monocamada, foi realizado um
arranhdo com o uso de uma ponta de uma pipeta. O meio de cultura foi aspirado e as células
que se desprenderam foram lavadas com meio DMEM/F-12 10% SBF. Em seguida, colocou-
se 1 mL de meio DMEM/F-12 10% SBF e as nanoparticulas das formulacdes 1 e 8. As células
sem tratamento foram utilizadas como controle. No tempo zero e apds 24 horas, a area da
ranhura foi fotografada utilizando um microscépio invertido no primeiro periodo (tempo 0),
bem como apds 24 h do tratamento, utilizando uma objetiva que permite a visualizacdo de
ambas as bordas da ferida (MENDES, 2019).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento das nanoparticulas contendo os farmacos, polimero e surfactante

As nanoparticulas desenvolvidas baseiam-se em sistemas monoliticos produzidos pelo
polimero PCL e a associagdo dos farmacos sulfametoxazol e trimetoprima. Estas foram
preparadas pelo método de nanoprecipitacéo, patenteado por Fessi et al. (1989). Este método é
empregado principalmente para o encapsulamento de principios ativos hidrofébicos, com a
formacdo de nanocépsulas ou nanoesferas (RIVAS et al., 2017). A nanoprecipitacdo € um
mecanismo preponderante para formular esses tipos de farmacos, uma vez que 0
desenvolvimento de nanoparticulas pode melhorar a solubilidade e a taxa de dissolucéo de
farmacos insollveis, aumentando assim sua biodisponibilidade, além de permitir o controle da
cinética de liberacdo e sua estabilidade, a fim de alcancar propriedades desejaveis (LIU et al.,
2020).

Conforme descrito por Fessi et al. (1989), a nanoprecipitagdo requer o preparo de uma fase
organica e uma fase aquosa. Envolve o uso de um solvente organico que é completamente
miscivel com a fase aquosa, como acetona, etanol, metanol, hexano, metileno, cloreto ou
dioxano. Primordialmente, a fase aquosa € constituida pela dgua. Varios polimeros séo usados
para encapsular os farmacos por este método. Entre eles citam-se os poliésteres biodegradaveis,
tais como, polilactideo (PLA), polilactideo-co-glicdlido (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL).
As nanoparticulas sdo formadas pela adigdo gota a gota da fase organica, contendo o polimero
hidrofobico e os respectivos farmacos, a uma solugéo aquosa sob agitacdo magnética moderada.
Assim que o polimero se difunde no meio de dispersdo, ele precipita, envolvendo o
aprisionamento imediato do farmaco. Apds a formacéo das nanoparticulas, ultracentrifugacao
e liofilizacdo sdo dois métodos que podem ser empregados na etapa de remocao da fase aquosa,
resultando, finalmente, na formacéo das nanoesferas (FESSI et al., 1989; GRABNAR; KRISTL
etal., 2011; NICOLAS et al., 2013; RIVAS et al., 2017).

Primeiramente, desenvolveu-se e caracterizou-se uma formulacdo piloto, conforme
descrito no item 5.1 deste trabalho. A etapa de caracterizacdo abrange as anélises quanto ao
tamanho, IP, PZ e EE. Apos os resultados da formulacdo piloto foram feitas as demais
formulacdes, através do delineamento fatorial 22 com réplicas no ponto central por meio da
variacao dos 3 fatores independentes (massa de sulfametozaxol e trimetoprima, massa de PCL
e concentracdo do Tween 80). As condicdes iniciais selecionadas proporcionaram a formacéo
de sistemas nanomeétricos e, posteriormente, viabilizaram a escolha das melhores formulagdes.
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6.2 Determinacéo do tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta das nanoparticulas

apos o delineamento fatorial 23

Com a finalidade de determinar a influéncia da modificacdo dos componentes presentes
no desenvolvimento das nanoparticulas, o delineamento fatorial 22 com réplicas no ponto
central foi empregado. De acordo com 0s niveis maximo e minimo dos fatores, conforme o
planejamento fatorial, foram preparadas 8 formulacdes. Os efeitos destes fatores foram

avaliados sobre trés variaveis: diametro de particulas, IP e PZ, como representado na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de diametro, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta (PZ) obtidos para as nanoparticulas

das formulacdes 1 a 8 a partir da realizacdo do delineamento fatorial. A formulacéo piloto é representada pelo

ndmero 9.
Resultados
Diametro
% médio (nm) +
Formulagéo () IP+dp  PZ(MV)+
dp
dp
1 209,5+3,48 0,227+0,21  -29,1+1,03
2 218,0+8,90 0,218+0,038 -33,1+0,55
3 283,1+31,86 0,366+0,036 -28,1+0,65
4 221,5+10,68 0,152+0,045 -37,2+0,36
5 343,2+24,05 0,309+0,049 -32,3+0,10
6 279,8+10,11 0,226+0,051 -30,0+0,45
7 272,1+15,29 0,362+0,025 -25,4+0,65
8 233,3+3,93  0,185+0,011 -31,0+0,47
g% 377,4429,45 0,354+0,038 -27,7+1,75

*Valores representados como média (n=5). Abreviaturas: dp= desvio padrdo; nm=nandémetro; mV=milivolts.

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas como veiculos de distribuicdo de
farmacos ganhou maior importancia entre as novas formulagdes. Com o intuito de evitar a
biodistribuicdo descontrolada, eliminacdo réapida e toxicidade sistémica, a sua efetividade esta
relacionada em grande parte com a uniformidade do tamanho de particulas e potencial zeta
(SADAT; JAHAN; HADDADI, 2016).
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O diametro obtido para as formulagOes estudadas foi de 209,5+3,48 a 377,4+29,45.
Geralmente, mesmo preparadas através de diferentes métodos, as nanoparticulas apresentam
didmetros medios entre 100 e 300 nm. No entanto, particulas com didmetros inferiores ou
superiores podem ser obtidas (SCHAFFAZICK et al., 2003). E importante salientar que a
eficiéncia da maioria dos sistemas de administracdo de medicamentos esti diretamente
relacionada ao tamanho das particulas (excluindo intravenosa e solucao). As nanoparticulas de
medicamentos apresentam maior solubilidade e, consequentemente, maior biodisponibilidade,
capacidade adicional de atravessar a barreira hematoencefalica, por causa de seu pequeno
tamanho e grande &rea de superficie (RIZVI; SALEH, 2018). As formulagdes 1, 2, 4 e 8
apresentaram os menores didametros evidenciando um tamanho médio favoravel a aplicacao

ocular.

O IP das nanoparticulas variou entre 0,152+0,045 e 0,366+0,036. O indice de
polidispersividade avalia a distribuicdo média do tamanho das nanoparticulas. Sao considerados
convenientes valores menores que 0,200 uma vez que indicam a homogeneidade no diametro
de particulas. Ja IP de até 0,300 séo considerados adequados para aplicacdo cutanea, pois
indicam que a suspensdo é monodispersa (CAZO et al., 2012; BALEST, 2013). As formulagdes
1, 2, 4, 6 e 8 apresentaram melhores resultados visto que foram obtidos valores proximos a
0,200.

O PZ obtido para as nanoparticulas variou de -25,4+0,65 a -37,2+0,36. Quando as
nanoparticulas sao preparadas em solugéo, ocorre a formacéo de uma dupla camada elétrica que
as cercam. O potencial eletrostatico neste limite "plano de cisalhamento hidrodinamico" é
chamado potencial zeta e estd relacionado com a carga de superficie das nanoparticulas.
Aquelas com PZ entre +10 e —10 mV sé&o consideradas aproximadamente neutras. Por outro
lado, suspensdes coloidais de nanoparticulas com PZ superior a +30 mV ou inferior a =30 mV
sdo consideradas muito estaveis no meio de dispersdo (CAZO et al., 2012). Este parametro é
importante para a estabilidade das nanoparticulas e seu desempenho em um ambiente biol6gico
(RIVAS etal., 2017). Os resultados encontrados para as formulacdes 1, 6 e 8, que apresentaram

os valores mais proximos a —30 mV, contribuem para a estabilidade das nanoparticulas.

Ademais, para uma melhor demonstracdo dos resultados, os efeitos observados sobre o
diametro de particula, IP e PZ das nanoparticulas sdo apresentados no Grafico de Pareto, nas
Figuras 6, 7 e 8, respectivamente. Essa representacdo grafica indica que os parametros que

ultrapassam a linha tracejada exerceram influéncia significativa sobre as variaveis analisadas,
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enquanto o0s que ndo ultrapassam ndo sao significativos, logo, ndo exercem influéncia ao nivel
de significancia de 95% (SANTOS; TOGNOLLI; OLIVEIRA, 2010).

Figura 6. Gréfico de Pareto para os efeitos investigados sobre o didmetro de particula das nanoparticulas obtidas.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Size
2**(3-0) design; MS Residual=26357 63

DV: Size
(3)Massa polimero :42?4862
2by3 ' 424002
(1)Massa Farmaco -,3382
1by3 - 106926
1by2 % -,099086
(2)conc surtactante | o810

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Legenda: Termos individuais: (1) Massa dos farmacos; (2) Concentracdo do surfactante; (3) Massa do polimero;
Termos combinados: 2by3 associacdo dos fatores (2) e (3); 1by3 associagéo dos fatores (1) e (3); 1by2 associagéo

dos fatores (1) e (2). Fonte: Autoria propria.

Figura 7. Grafico de Pareto para os efeitos investigados sobre o IP das nanoparticulas obtidas.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: IPD
2**(3-0) design; MS Residual=,0405906
DV: IPD

(3)Massa polimero

(2)Conc surfactante

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Legenda: Termos individuais: (1) Massa dos farmacos; (2) Concentracdo do surfactante; (3) Massa do polimero;
Termos combinados: 1by?2 associacdo dos fatores (1) e (2); 2by3 associacdo dos fatores (2) e (3); 1by3 associacdo
dos fatores (1) e (3). Fonte: Autoria propria.
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Figura 8. Grafico de Pareto para os efeitos investigados sobre o PZ das nanoparticulas obtidas.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Zeta
27%(3-0) design; MS Residual=27,30904
DV: Zeta

(1)Massa Farmaco -1,10955

(3)Massa polimero f

(2)Conc surfactante 1894348

p=.03
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Legenda: Termos individuais: (1) Massa dos farmacos; (2) Concentracdo do surfactante; (3) Massa do polimero;
Termos combinados: 1by?2 associacdo dos fatores (1) e (2); 1by3 associa¢do dos fatores (1) e (3); 2by3 associacao

dos fatores (2) e (3). Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 6 observa-se o Gréafico de Pareto para a variavel didmetro de particula. Nao
houve uma alteracéo estatisticamente significativa quando os fatores massa dos farmacos (1),
concentracdo do surfactante (2) e massa do polimero (3) foram deliberadamente modificados
no planejamento fatorial, mesmo em termos individuais ou combinados. Os termos individuais
analisados estdo representados pelos fatores (1), (2) e (3) e os termos combinados estdo
representados por “2by3” em que foram analisados os fatores (2) ¢ (3); “1by3” em que foram
analisados os fatores (1) e (3); e “1by2” em que foram analisados os fatores (1) e (2)
combinados. Nenhum dos fatores ultrapassou o nivel de significancia de 95% representado pela
linha tracejada (p=0,05). Conforme mostrado no grafico é possivel inferir que, por mais que 0s
parametros que compdem as nanoparticulas sejam variados intencionalmente, ndo houve
nenhuma influéncia estatisticamente significativa sobre a variavel em questdo, neste caso o

didmetro de particula.

Da mesma forma, na Figura 7 observa-se o Grafico de Pareto para a variavel IP. Os
termos individuais analisados foram massa dos farmacos (1), concentracdo do surfactante (2) e
massa do polimero (3). Os termos combinados estdo representados por “1by2” em que foram

analisados os fatores (1) e (2); “2by3” em que foram analisados os fatores (2) e (3); ¢ “1by3”
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em que foram analisados os termos (1) e (3) combinados. Assim como no grafico anterior,
nenhum destes fatores ultrapassou o nivel de significancia de 95% representado pela linha
tracejada (p=0,05), sugerindo que por mais que 0s pardmetros que constituem as nanoparticulas

sejam alterados, ndo houve nenhuma influéncia estatisticamente significativa destes sobre o IP.

Por ultimo, na Figura 8 observa-se o Gréafico de Pareto para a varidvel PZ. Os termos
individuais analisados foram massa dos farmacos (1), concentracdo do surfactante (2) e massa
do polimero (3). Os termos combinados estdo representados por “1by2” em que foram
analisados os fatores (1) e (2); “1by3” em que foram analisados os termos (1) e (3); e “2by3”
em que foram analisados os fatores (2) e (3) combinados. Da mesma maneira que nos graficos
anteriores, nenhum destes fatores analisados ultrapassou o nivel de significancia de 95%
representado pela linha tracejada (p=0,05). Isso sugere que, apesar de se modificar
deliberadamente estes determinados componentes e suas quantidades na elaboracdo das
nanoparticulas, estes parametros, individualmente ou combinados, ndo tiveram influéncia
estatisticamente significativa sobre o PZ. Portanto, os resultados obtidos com o planejamento
fatorial foram analisados por ANOVA e segundo a analise estatistica dos dados, ndo ha
influéncia significativa de nenhuma das variaveis testadas frente a elaboracdo das

nanoparticulas.

6.3 Porcentagem e eficiéncia de encapsulacao de sulfametoxazol e trimetoprima

O teste de eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi realizado a fim de obter a capacidade de
encapsulacdo dos farmacos frente as nanoparticulas. O método por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) foi utilizado e os valores referentes as EE de ambos os farmacos estéo

apresentados na Tabela 5. Todas as formulacGes apresentaram EE superiores a 87%.
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Tabela 5. EE de sulfametoxazol e trimetoprima de acordo com as 9 formulagdes.

EE (%) EE (%)

Formulagdes _ _
Sulfametoxazol Trimetoprima

1 91,45 96,26
2 92,20 96,24
3 93,06 95,13
4 92,90 91,38
5 89,38 95,81
6 87,97 95.89
7 95,54 97,82
8 96,05 97,46
9 96,13 97,48

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo de sulfametoxazol e trimetoprima
associada as nanoparticulas é complexa devido ao seu tamanho reduzido. Diversos fatores
influenciam a quantidade de farmaco incorporado aos sistemas nanoestruturados, dentre os
quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, do tensoativo e do polimero
utilizados (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os altos valores de EE neste trabalho se devem ao fato de que o método empregado no
preparo das nanoparticulas ser adequado para farmacos altamente hidrofébicos, como o
sulfametoxazol e a trimetoprima, por causa de sua baixa solubilidade aquosa (BRASIL, 2019).
Além disso, esses resultados podem sugerir uma boa incorporagdo dos farmacos e do polimero.
O uso da PCL é interessante para o preparo de sistemas de liberacdo controlada em razdo de
sua degradacdo mais lenta e maior estabilidade (FERREIRA, 2015). Recentemente, Liu et al.
(2020) relatou diversos estudos de nanoparticulas poliméricas carregadas com farmacos
hidrofébicos evidenciando a importancia de nanocarregadores poliméricos para a entrega
desses farmacos. Uma EE acima de 97% foi verificada em nanocapsulas de PCL contendo alfa
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tocoferol (KHAYATA et al., 2012). Nanoparticulas poliméricas contendo [-caroteno
mostraram uma EE de 86,3 a 93,6% (FU et al., 2018). De fato, apesar de ndo serem descritos
na literatura trabalhos para os farmacos deste estudo, 0 método de nanoprecipitacdo aplicado se
mostrou satisfatorio no preparo das nanoparticulas constituidas de PCL contendo

sulfametoxazol e trimetoprima.

Com os resultados do delineamento fatorial, das analises de variancia (ANOVA)
realizadas e ap0s estes resultados da eficiéncia de encapsulagédo, as formulacfes de nimero 1 e
8 foram escolhidas para prosseguimento do estudo. Os resultados da caracterizagdo dessas
nanoparticulas mostraram-se satisfatérios, sendo que a formulagdo 1 apresentou diametro de
209 nm, IP de 0,227 e PZ de -29,1 mV; e a formulacéo 8 apresentou diametro de 233,3 nm, IP
de 0,185 e PZ de -31,0 mV. Adicionalmente, apresentaram EE elevadas como 91,45% para
sulfametoxazol e 96,26% para trimetoprima na formulacéo 1 e EE de 96,05% e 97,46% para

sulfametoxazol e trimetoprima, respectivamente, na formulacéo 8.

6.4 Estudo de biocompatibilidade in vitro
6.4.1 Ensaio com MTT

Um sal de tetrazdlio MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio) foi utilizado
para desenvolver um ensaio quantitativo colorimétrico que detecta células vivas, que geram um
sinal dependente do grau de ativacdo das células. Este método pode ser usado para medir a
citotoxicidade, proliferacéo ou ativacdo. As vantagens do ensaio colorimétrico s&o sua rapidez
e precisdo (MOSMANN, 1983).

Em um ensaio colorimétrico é interessante utilizar um substrato incolor e que seja usado
somente pelas células vivas a fim de se obter um produto colorido. No ensaio de MTT é
utilizado o brometo de 3-(4,5(dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) que forma cristais
azuis escuros de formazan ao ser incubado com células vidveis. O sal de tetrazdlio € clivado
nas mitocondrias ativas evidenciando que a reacao ocorre apenas em células com mitocondrias
viaveis (MOSMANN, 1983; RAMIREZ RIVERA, 2018).

Na Figura 9 estdo representados os resultados obtidos para este estudo.
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Figura 9. Viabilidade das células frente as nanoparticulas 1 e 8, polimero puro e nanoparticulas ndo incorporadas

de farmacos (branco).
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Fonte: Autoria propria.

As formulacdes 1 e 8 e nanoparticulas ndo incorporadas de farmacos (branco)
apresentaram resultados semelhantes quando comparados ao controle, enquanto o polimero
apresentou menor viabilidade que o grupo controle (p < 0,05). Observou-se que as
nanoparticulas representadas pelas formulacdes 1 e 8 ndo foram capazes de causar efeitos sobre
a viabilidade das células ARPE-19 em 24 horas (p < 0,05). Fiscella et al. (1988) relata sobre a
seguranca da associacao de sulfametoxazol e trimetoprima quando administrada por via intravitrea.
Dois estudos recentes (CHOUDHURY et al. 2015; SOUZA et al. 2018) sobre a administragdo de
antibioticos intravitreos mostraram que a aplicagdo intravitrea de sulfametoxazol e trimetoprima
associada a outro farmaco, a dexametasona, melhorou a acuidade visual da maior parte dos
pacientes bem como reduziu a inflamagdo intraocular. Estes dados corroboram com os resultados
preliminares deste ensaio que sugerem que as nanoparticulas ndo eram toxicas as células. I1sso
representa uma vantagem destas formulagdes intraoculares destinadas a administracao direta na

cavidade vitrea para atingir as lesdes toxoplasmicas.

6.4.2 Ensaio de migragéo celular

O ensaio de cicatrizacdo de feridas in vitro é um método simples, econémico e bem

desenvolvido para estudar a migracdo celular. Nesta metodologia, uma fenda, também
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denominada “arranhdo”, ¢ gerada em uma monocamada de células confluentes, e a taxa de
fechamento da ferida e a migracdo celular podem ser quantificadas em varios periodos de
tempo. Essa abordagem é muito comum para simular ferimentos em um tecido (LIANG;
PARK; GUAN, 2007; ALMEIDA et al. 2019).

A linhagem celular escolhida para este estudo foi as células humanas epiteliais
pigmentares da retina (células ARPE-19). De acordo com Carr et al. (2011), essa linhagem in
vitro tem capacidade de diferenciar-se para gerar novos tipos de células retinais, caso porventura

ocorra uma lesao.

Para determinar a taxa de migracdo celular pelo ensaio de cicatrizacdo de feridas as
células foram plaqueadas e tratadas por 24 horas. As imagens foram capturadas antes do
tratamento (tempo 0) e ap6s 24 horas de tratamento e comparadas com o controle negativo.
Uma resposta de migracao celular foi observada para todos os materiais estudados. Na Figura
10 estdo representadas as fotos referentes ao controle e tratamentos do ensaio de migragéo

celular e no grafico (Figura 11) a porcentagem do fechamento in vitro da area da ferida.

Figura 10. Imagem microscépica do ensaio de cicatrizacdo de feridas no periodo inicial e no periodo final de 24

horas, referentes ao grupo controle e aos quatro materiais experimentais.
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Figura 11. Porcentagem do fechamento in vitro da area de ferida apds 24 horas de tratamento.
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Fonte: Autoria propria.

No periodo de 24 horas, os resultados das formulacGes 1 e 8 e as nanoparticulas sem
farmacos (branco) foram semelhantes ao grupo controle, enquanto o polimero apresentou
menor porcentagem da taxa de migracdo celular que o controle (p < 0,05). A formulacdo 1
apresentou a maior taxa de migracao celular e fechamento total da area, juntamente com o
branco. A formulacdo 8 apresentou o segundo melhor resultado, ndo impedindo a migragéo. O
polimero apresentou um resultado muito abaixo quando comparado ao grupo controle e aos
demais tratamentos. Esse resultado sugere que as nanoparticulas podem fazer com que as
células respondam ao processo de migragdo, propiciando entdo o fechamento total de uma
lesdo. Apesar de ndo serem encontrados na literatura testes recentes de toxicidade in vitro para
os farmacos sulfametoxazol e trimetoprima, os dados obtidos neste ensaio corroboraram com
aqueles descritos anteriormente pelo teste de citotoxicidade sugerindo que as nanoparticulas

foram biocompativeis quando em contato com as células oculares.
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7. CONCLUSAO

Diversos estudos relatam sobre os fatores limitantes em relacdo ao tratamento da
toxoplasmose ocular e os desafios quanto a terapia para que se possa garantir a completa
cicatrizacdo da lesdo, minimizar os efeitos adversos bem como a taxa de recorréncia da doenca.
Os resultados apresentados durante este estudo séo sugestivos de que 0s sistemas
nanoparticulados desenvolvidos contribuem para a liberacdo dos farmacos diretamente no local
de acdo, sendo esta uma alternativa as limitacGes da terapéutica convencional. O planejamento
fatorial 22 pode ser considerado uma ferramenta importante para avaliar a influéncia dos fatores
que permitem caracterizar as nanoparticulas. Por meio da analise do diametro de particula, IP,
PZ e EE foi possivel selecionar nanoparticulas que apresentaram diametro compativel a
aplicacdo intraocular, IP que indica a homogeneidade do diametro, valores de PZ que
demonstram a estabilidade da formulagdo e os altos valores da EE que indicam a escolha
apropriada do nanocarreador desenvolvido bem como do método empregado. Além disso, com
os resultados obtidos no estudo de biocompatibilidade in vitro, conclui-se que as nanoparticulas
poliméricas ndo foram citotdxicas as células, pois as mesmas mostraram-se viaveis. Finalmente,
as nanoparticulas foram desenvolvidas, caracterizadas e biocompativeis quando em contato
com as células oculares o que possibilita a escolha de formulagdes destinadas ao tratamento

localizado da toxoplasmose ocular.
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