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Agora é hora de compreender mais para temer menos.” 
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RESUMO 

No processo de angiogênese patológica, como nas doenças Degeneração Macular 

Relacionada à Idade (DMRI) e Retinopatia Diabética (RD), o corpo perde sua 

capacidade de manter o equilíbrio dos mediadores angiogênicos, como por exemplo 

o fator de crescimento endotelial (VEGF), que pode ocasionar no aumento da 

permeabilidade vascular, comprometendo a integridade da retina, e gradualmente, a 

visão. Nesse sentido, compostos capazes de inibir ou retardar o crescimento anômalo 

de novos vasos sanguíneos é de grande interesse haja visto que não há muitas 

opções terapêuticas disponíveis para inibir a angiogênese. Para este propósito, o 

butirato de sódio (NaB), um ácido graxo de cadeira curta naturalmente produzido no 

cólon humano, poderia se tornar uma nova alternativa terapêutica, uma vez que é ele 

capaz de modular moléculas associadas a neovascularização. Entretanto, este 

princípio ativo deve ser inserido em formulações para ser veiculado. Portanto, o 

objetivo deste trabalho foi desenvolver nanopartículas contendo NaB feitas de poli(ε-

caprolactona) (PCL), um polímero biodegradável e biocompatível, e revestido por 

quitosana (CS), um polissacarídeo capaz de modular a biodisponibilidade de 

fármacos, destinadas ao tratamento da neovascularização em doenças que 

acometem o segmento posterior do olho. As nanopartículas foram desenvolvidas por 

meio do delineamento fatorial 23 com réplicas no ponto central; caracterizadas e 

apresentaram diâmetro de 311 ± 3,10 nm, IPD de 0,208 ± 0,007, potencial zeta de 

+56,3 ± 2,62 mV e eficiência de encapsulação de 92,37%. A tolerância ocular foi 

avaliada por meio do teste da membrana corio-alantoide do embrião de galinha (teste 

HET-CAM) e as nanopartículas mostraram-se bem toleradas frente a CAM. Estes 

sistemas revestidos permitiram a viabilidade das células do epitélio pigmentar da 

retina (ARPE-19), após 48 horas de exposição. Em conclusão, as nanopartículas 

foram desenvolvidas, caracterizadas e mostraram-se bem toleradas frente à CAM e 

as células oculares. Sugere-se que estes sistemas possam ser utilizados para inibir a 

neovascularização em doenças como a DMRI e RD, as quais há um processo 

angiogênico patológico, e se tornarem uma nova alternativa terapêutica.  

Palavras- chaves: Nanopartículas; Butirato de sódio; Quitosana; Poli(ε-caprolactona); 

Neovascularização na retina.  



 
 

 

ABSTRACT 

In the process of pathological angiogenesis, as in Age-Related Macular Degeneration 

(ARMD) and Diabetic Retinopathy (DR) diseases, the body loses its ability to maintain 

the balance of angiogenic mediators, such as the endothelial growth factor (VEGF) 

which may lead to increased vascular permeability, compromising the integrity of the 

retina and gradually impairing vision. In this sense, compounds capable of inhibiting or 

slowing the anomalous growth of new blood vessels are of great interest since there 

are not many therapeutic options available to inhibit angiogenesis. For this purpose, 

sodium butyrate (BNa), a short-chair fatty acid naturally produced in the human colon, 

could become a new therapeutic alternative, since it is able to modulate molecules 

associated with neovascularization. However, this active ingredient should be inserted 

in formulations to be conveyed. Therefore, the objective of this work was to develop 

nanoparticles containing BNa made of poly(ε-caprolactone) (PCL), a biodegradable 

and biocompatible polymer, and coated with chitosan (CS), a polysaccharide capable 

of modulating the bioavailability of drugs, for the treatment of neovascularization in 

diseases affecting the posterior segment of the eye. The nanoparticles were developed 

through the 23 factorial design with replicas in the central point; characterized and 

presented 311 ± 3,10 nm of diameter, 0,208 ± 0,007 of IPD, +56,3 ± 2,62 mV of 

potencial zeta, and 92,37% of encapsulation efficiency. Ocular tolerance was 

assessed by testing the chicken embryo’s Corio-alantoid membrane (HET-CAM test) 

and the nanoparticles were well tolerated in the face of CAM. These coated systems 

allowed the viability of the retinal pigment epithelium cells (ARPE-19) after 48 hours of 

exposure. In conclusion, nanoparticles were developed, characterized, and were well 

tolerated in the face of CAM and ocular cells. It is suggested that these systems can 

become a new therapeutic alternative to inhibit neovascularization in diseases such as 

DMRI and RD, which have a pathological angiogenic process. 

Keywords: Nanoparticles. Sodium butyrate. Chitosan. Poly(ε-caprolactone). Retinal 

neovascularization. 
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1 INTRODUÇÃO 

A cegueira representa um grave problema de saúde pública em todo o mundo. 

A Organização Mundial de Saúde indica que 2,2 bilhões de pessoas no mundo têm 

alguma deficiência visual ou cegueira (WHO, 2019). No Brasil, segundo o Conselho 

Brasileiro de Oftalmologia, existem aproximadamente 1,2 milhões de cegos (CBO, 

2019). 

Dentre as principais doenças oculares que causam perda de visão estão a 

Degeneração Macular Relacionada à Idade (DMRI) e a Retinopatia Diabética (RD). 

Na DMRI ocorre a degeneração da região central da retina, onde está a maior parte 

dos fotorreceptores (receptores sensoriais responsáveis pela visão) (LAZZARINI et 

al., 2018). Na RD, os elevados níveis de glicose induzem anormalidades bioquímicas 

na retina (AHMAD et al, 2016). Apesar da DMRI e RD se desenvolverem por 

mecanismos diferentes, ambas apresentam algo em comum: a angiogênese 

desordenada. 

O fator de crescimento endotelial (VEGF) é um dos fatores que mais influem 

sobre as células do endotélio vascular, levando a uma proliferação celular 

descontrolada e o surgimento de novos vasos funcional e estruturalmente irregulares, 

que por sua vez, comprometem a integridade da retina e, consequentemente, a visão 

(TOLEDO, 2019). Nesse sentido, compostos capazes de inibir a angiogênese podem 

ser considerados uma estratégia terapêutica para o tratamento da DMRI e RD e tem 

sido explorados em muitos trabalhos (NG et al., 2006; Pandit et al., 2017; Kim et al., 

2018).  

O butirato de sódio (BNa), um ácido graxo de cadeia curta, naturalmente 

presente no cólon humano, mostrou ser capaz de regular uma variedade de processos 

celulares importantes, dentre os quais cita-se a inibição da expressão de moléculas 

associadas à angiogênese, como o receptor 2 do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGFR-2), altamente expresso no endotélio tumoral neovascular 

(HRGOVIC et al., 2017), na proliferação celular e na indução da apoptose (HAN et al., 

2016; HUANG et al., 2017; SALIMI et al., 2017). Esses dados sugerem uma possível 

aplicação do BNa como agente antiangiogênico que poderia ser utilizado no 

tratamento da DMRI e RD.  

Adicionalmente, o BNa poderia ser incorporado em sistemas não convencionais 

de liberação de fármacos com o intuito de ser veiculado para o interior do olho. Dentre 
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estes sistemas de liberação, mencionam-se as nanopartículas, que se destacam por 

apresentar tamanho nanométrico. Adicionalmente, as nanopartículas promovem a 

liberação controlada e prolongada dos fármacos, o que aumenta a permanência 

destes princípios ativos no olho (IMPERIALE et al., 2018). Todos estes fatores 

minimizam a evolução dos efeitos adversos oculares. 

Para produção das nanopartículas de administração oftálmica, o polímero 

poli(ε-caprolactona) (PCL) é um dos mais reconhecidos por sua baixa toxicidade, 

biocompatibilidade e capacidade de auxiliar na liberação sustentada (MENG et al., 

2014; SUN et al., 2016; IMPERIALE et al, 2018). Contudo, para melhorar a 

estabilidade da nanopartícula de PCL, o revestimento ou modificação da superfície é 

essencial (TAVARES et al.,2017). A quitosana (CS), obtida por desacetilação alcalina 

da quitina, é um polímero biodegradável, bioadesivo e intensificador da permeação, e 

é utilizada principalmente para o revestimento de superfícies de diferentes 

nanopartículas (PAOLICELLI et al., 2009; BAŞARAN e YAZAN, 2012). A modificação 

da superfície com CS aumenta a permeação das nanopartículas e a sua forma 

protonada pode ser usada para manter a propriedade bioadesiva, bem como a 

propriedade de aumento da permeação (M WAYS.et al., 2018; ZAMBOULIS et al., 

2020).  

Diante do exposto, a proposta deste trabalho é desenvolver nanopartículas 

compostas por PCL e revestidas de CS capazes de liberar de forma controlada e 

prolongada o BNa, como uma possível alternativa terapêutica para reduzir ou eliminar 

a angiogênese em doenças oculares graves, tais como a DMRI e RD, que causam a 

redução parcial ou total da acuidade visual. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 O olho humano 

O olho é o órgão responsável por captar a luz e transformá-la em sinais elétricos 

que vão passar pelo nervo óptico até o cérebro, onde serão interpretados como 

imagem. O globo ocular é a principal parte do olho e é protegido pelas pálpebras e 

órbita, ficando envolto pela cavidade óssea no crânio (FORRESTER et al., 2016). A 

cavidade óssea é recoberta por três túnicas concêntricas:  

- Túnica externa fibrosa: composta por um tecido conjuntivo resistente que 

garante a forma do globo ocular e é formada pela córnea e esclera. 

- Túnica intermediária vascular (úvea): composta pelo coroide, corpo ciliar e íris. 

-Túnica interna nervosa: formada pela retina (RAWAS-QALAJI e WILLIAMS, 

2012).  

Além das barreiras anatômicas, o olho se encontra relativamente isolado pelas 

barreiras hematorretiniana, hematoaquosa e hematovítrea; e portanto, é considerado 

um dos órgãos de maior complexidade, com difícil acesso sistêmico (KELS  e GRANT-

KELS, 2015).  

As principais estruturas do globo ocular estão representadas na Figura 1. De 

forma anatômica, ele pode ser dividido em segmento anterior e segmento posterior. 

O segmento anterior é composto pelas estruturas: córnea, esclera, câmaras posterior 

e anterior, íris, corpo ciliar e cristalino. O segmento posterior compreende a retina, a 

mácula, o nervo óptico, humor vítreo e também a esclera.  
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Figura 1: Esquema anatômico do olho humano. 

 

Fonte: Adaptado de IMPERIALE et al., 2018. 

2.1.1 Segmento anterior  

         2.1.1.1 Córnea 

A córnea é um tecido avascular, transparente e composto por cinco camadas: 

epitélio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio. A 

característica de ser transparente faz com que a córnea atue como meio óptico e 

permita a refração da luz. Além disso, a camada epitelial hidrofóbica funciona como 

uma barreira de proteção a substâncias estranhas e também a fármacos aplicados no 

segmento anterior do olho (DELMONTE e KIM, 2011).  

2.1.1.2 Íris 

A íris caracteriza-se como uma estrutura fina, circular e pigmentada e está 

localizada na parte anterior do trato uveal, no interior do humor aquoso, entre a córnea 

e o cristalino. A íris consiste em duas câmaras: a câmara anterior que consiste no 

espaço entre a íris e a córnea; e câmara posterior que se estende da íris ao cristalino. 

O estroma, presente na superfície anterior, possui os melanócitos, vasos sanguíneos, 

músculo liso e nervos simpáticos e parassimpáticos (HENDERER e RAPUANO, 

2012). A principal função da íris é controlar a quantidade de luz que atinge a retina, 

por meio de músculos circulares e radiais capazes de contrair ou dilatar a pupila 

(localizada no interior da íris) conforme uma resposta à variação da intensidade de luz 

recebida (FORRESTER et al., 2016). 
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2.1.1.3 Corpo Ciliar  

O corpo ciliar compreende parte intermédia da úvea e está localizado entre a 

retina e a raiz da íris. Esta estrutura possui duas funções principais: a secreção do 

humor aquoso e a acomodação do músculo liso ciliar. O humor aquoso consiste em 

um líquido transparente, que preenche a câmara anterior e posterior, com a função de 

nutrir o segmento anterior e regular a pressão interna do globo ocular (FORRESTER 

et al., 2016).  

2.1.1.4 Cristalino 

Localizado atrás da íris está o cristalino, uma estrutura transparente, biconvexa 

e gelatinosa. A principal função do cristalino é a capacidade de modificar sua forma 

para garantir a focalização da imagem. Este mecanismo chamado de acomodação 

visual ocorre pela presença de uma rede de fibras elásticas. No entanto, o uso de 

determinados fármacos, o envelhecimento e/ou algumas doenças, podem fazer com 

que ocorra a opacidade do cristalino, doença conhecida como catarata (HENDERER 

e RAPUANO, 2012; BASAK, 2016).  

2.1.2 Segmento posterior 

2.1.2.1 Esclera e coróide 

A esclera, conhecida como “branco do olho”, é um tecido conjuntivo fibroso que 

reveste o globo ocular e está presente também no segmento anterior. Consiste em 

uma camada opaca e densa, com a função de proteger as estruturas internas do olho, 

e também auxiliar na manutenção da estrutura ocular, o tônus e o volume ocular. Além 

disso, vários vasos sanguíneos que permeiam a esclera irrigam o tecido e drenam a 

coroide, o corpo ciliar, o nervo óptico e a íris (RAWAS-QALAJI e WILLIAMS, 2012). A 

coroide, situada entre a esclera e a retina, compreende a parte posterior da úvea e 

realiza a nutrição da parte externa da retina, uma vez que é altamente vascularizada. 

A coroide é separada da retina pela membrana de Bruch (HUANG et al., 2017).  

2.1.2.2 Retina 

A retina, uma estrutura fina e transparente, é a camada mais interna do olho e 

é formada por duas regiões: a retina neural e o epitélio pigmentado da retina (EPR) 
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(HUANG et al., 2017). É composta por neurônios, células gliais e vasos sanguíneos e 

sua principal função é a detecção de fótons, processamento das informações da luz e 

transformação em impulsos elétricos para o cérebro, onde serão interpretados através 

da projeção de imagens (HENDERER e RAPUANO, 2012). A retina é protegida pela 

barreira hemato-retiniana, formada pelo EPR e pelos vasos presentes na retina. Estas 

estruturas controlam a passagem de moléculas para a retina. Além disso, o EPR 

também é responsável por outras funções, tais como fagocitose de cones e 

bastonetes, absorção da luz, transporte e armazenamento de metabólitos e vitaminas 

(especialmente vitamina A) (FORRESTER et al., 2016). 

2.1.2.3 Nervo óptico 

O nervo óptico, envolvido por meninges, se encontra em continuidade com o 

cérebro, e transmite os estímulos da retina ao sistema nervoso central (SNC). É um 

nervo mielinizado, constituído pelas partes intraocular, intraorbitária, intracanalicular e 

intracraniana (HENDERER e RAPUANO, 2012). 

2.1.2.4 Humor vítreo 

O humor vítreo é uma substância gelatinosa e viscosa que ocupa grande 

espaço dentro do olho e se encontra situado anteriormente pelo segmento posterior 

do cristalino e posteriormente pela retina e o nervo óptico. Possui em sua composição 

colágeno, ácido hialurônico, proteoglicanos e uma variedade de macromoléculas 

como a glicose, ácido ascórbico, aminoácidos e alguns sais inorgânicos. Devido a sua 

característica viscosa, o humor vítreo consegue manter a estabilidade das estruturas 

posteriores do olho (LLOYD et al., 2001; HENDERER e RAPUANO, 2012). 

2.2 Administração oftálmica de fármacos 

As principais vias de administração de medicamentos oculares são: tópica, 

sistêmica, periocular e intravítrea. No entanto, o método a ser utilizado irá depender 

da região do olho a ser tratada. 

A via tópica é a via de primeira escolha para o tratamento de doenças que 

acometem o segmento anterior do olho, como por exemplo, a conjuntivite. É também, 

uma via preferencialmente escolhida quando se analisa a simplicidade de aplicação, 

a segurança e o conforto ao paciente. O principal problema da via tópica está 

associado ao baixo tempo de permanência do fármaco no olho devido a drenagem 
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nasolacrimal e a baixa biodisponibilidade que as formulações atingem o segmento 

posterior do olho, devido as barreiras anatômicas e fisiológicas do olho, incluindo a 

camada de muco, a conjuntiva e a córnea (WENG et al., 2017; IMPERIALE et al., 

2018). 

Os mecanismos citados levam a aplicações frequentes da formulação ocular 

no intuito de alcançar a efetividade que se espera do fármaco. No entanto, isso pode 

levar a efeitos tóxicos indesejáveis e assim, comprometer a adesão do paciente ao 

tratamento (CAMPBELL, HUMPHRIES, 2012; WENG et al., 2017).  

A via sistêmica é uma outra opção a fim de exercer ação ocular. Entretanto, 

também apresenta baixa biodisponibilidade por causa da existência de barreiras 

fisiológicas que incluem a hemato-retiniana e hemato-aquosa. A barreira hemato-

retiniana regula as trocas entre o plasma e o vítreo e a barreira hemato-aquosa 

controla as trocas entre o plasma e o humor aquoso, tornando limitado o acesso ao 

tecido ocular (BARAR et al., 2008). Consequentemente, o tratamento sistêmico 

também requer a administração em altas doses do fármaco para conseguir atingir a 

retina nas concentrações adequadas, o que pode resultar em efeitos colaterais, não 

sendo então, a melhor alternativa para o tratamento de desordens que acometem o 

segmento posterior do olho (CAMPBELL e HUMPHRIES, 2012; WENG et al., 2017). 

As injeções intra ou perioculares poderiam evitar a utilização da via sistêmica. 

No entanto, muitos fármacos apresentam baixa meia vida intravitrea, de modo que, 

repetidas aplicações são necessárias. Considera-se então que a via intravítrea, 

embora necessária para tratar as doenças do segmento posterior do olho, é uma rota 

de acesso invasiva e que pode provocar desconforto ao paciente (MOSHFEGHI et al., 

2003; CUNNINGHAM et al., 2008; DEL AMO e URTTI, 2008). 

Diante do exposto, nota-se que a administração ocular de fármacos é 

desafiadora devido à anatomia e fisiologia deste órgão (FARID et al., 2017).  

 

2.3 Nanopartículas 

Sistemas de liberação controlada têm sido desenvolvidos no intuído de otimizar 

a farmacocinética e a biodisponibilidade de substâncias ativas. Dentre os vetores 

incluem-se: lipossomas, micro e nanopartículas. Em relação às várias formulações de 
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liberação controlada, neste trabalho, pretende-se destacar o uso de nanopartículas 

poliméricas (LIU et al., 2016). 

As nanopartículas são sistemas coloidais com tamanho variando de 10 a 1000 

nm. Devido a seu tamanho, apresentam uma grande razão superfície/volume, ou seja, 

apresentam em um pequeno volume uma grande área superficial capaz de receber 

modificações químicas, físicas e biológicas e de interagir extensamente com as 

células alvo, fornecendo um sistema seguro e eficiente para a entrega de substâncias 

ativas (ALBANESE et al., 2012). Sendo assim, as nanopartículas vêm sendo cada vez 

mais estudadas, visando muitas aplicações terapêuticas, como a administração oral, 

oftálmica e parenteral de fármacos (EMERICH e THANOS, 2007). A administração 

oftálmica de nanopartículas apresenta vantagens, tais como a possibilidade de menor 

dose do fármaco, se comparada a outros medicamentos oftálmicos convencionais, 

além da entrega do fármaco diretamente no sitio de ação e diminuição dos efeitos 

adversos e/ou tóxicos sistêmicos e da frequência de aplicação das injeções (PATEL 

et al., 2013; DELPLACE et al., 2015). 

Diversos métodos são descritos na literatura para a obtenção de nanopartículas 

que podem ser preparadas a partir de uma variedade de materiais, como proteínas, 

polissacarídeos e polímeros sintéticos. No entanto, a escolha do método de 

preparação adequado irá depender do caráter físico-químico do polímero e do 

fármaco a ser carregado. De forma geral, são métodos baseados na precipitação de 

polímeros pré-formados ou polimerização de monômeros (BHATIA, 2016). Dentre os 

vários de métodos existentes, destaca-se a técnica de dupla emulsificação seguida 

da evaporação do solvente. 

A maioria dos métodos para obtenção de nanopartículas apresenta uma 

limitação: a baixa capacidade de aprisionar fármacos hidrofílicos. Assim, quando se 

deseja carregar um fármaco hidrofílico, é ideal que se escolha a técnica de dupla 

emulsificação seguida da evaporação por solvente. A primeira etapa desta técnica 

envolve a adição de soluções aquosas de fármacos à solução de polímero orgânico 

sob agitação vigorosa (geralmente é utilizada uma ponta de ultrassom) para formar 

uma emulsão água/óleo (a/o). Esta emulsão é adicionada à segunda fase aquosa 

contendo o agente emulsificante apropriado, sob agitação contínua, para formar a 

emulsão água/óleo/água (a/o/a). A emulsão dupla é submetida à remoção do solvente 

por evaporação, que deve ser suficientemente volátil. O polímero precipita-se 



11 
 

aprisionando o princípio ativo em questão, resultando na formação das nanoestruturas 

(GOMEZ-GAETE, 2014; IQBAL et al., 2015). A quantidade de fármaco hidrofílico a ser 

incorporado, a concentração do tensoativo e do polímero utilizados são as variáveis 

que interferem na caracterização das nanopartículas (BHATIA, 2016). O esquema das 

etapas para reprodução do método de dupla emulsificação seguida de evaporação do 

solvente está representado na Figura 2. 

Figura 2: Representação do método de dupla emulsificação seguida de evaporação 

do solvente. 

 

Fonte:  Adaptado de LIU et al., 2010.  

Diante do exposto, o encapsulamento de princípios ativos em nano 

transportadores tem o potencial de superar algumas limitações, tais como, redução 

no número de aplicações das formulações e dos efeitos adversos. Além disso, as 

nanopartículas podem ser direcionadas para células específicas, viabilizando a 

entrega intracelular do fármaco, quando os componentes intracelulares são o alvo 

(SOUSA et al., 2017). Este efeito pode ser alcançado com o uso de polímeros, sendo 

que os mais utilizados em formulações oftálmicas são PCL, poli(D,L-lático) (PLA), os 

copolímeros derivados do ácido lático e glicólico (PLGA) e o biopolímero quitosana 

(CS) (BUCOLO et al., 2008). 

 

2.3.1 Quitosana 

A quitosana é um polímero biodegradável, biocompatível, obtido pela 

desacetilação da quitina, um outro polímero encontrado em abundância em insetos, 
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crustáceos marinhos e fungos. A quitosana possui em sua estrutura química grupos 

hidroxila primário e secundário, juntamente com o grupo amino livre, como mostrado 

na Figura 3 (ISLAM et al., 2017; LANG et al.,2020). 

Figura 3: Estrutura química da quitosana. 

 

Fonte: ISLAM et al., 2017. 

A CS pode ser facilmente modificada por grupos amino para formar derivados 

solúveis em água carregados positiva e negativamente. Além disso, a CS e seus 

derivados demonstraram segurança e biocompatibilidade satisfatória após injeções 

intravítreas em estudos in vivo (DE CAMPOS et al., 2004; WADHWA et al., 2009). 

A CS, possui ainda, outras propriedades que a tornam interessante para a 

entrega controlada de fármacos: a atividade antimicrobiana e a de promotora de 

melhor absorção de fármacos. O mecanismo exato da atividade antibacteriana ainda 

não está totalmente claro; no entanto, dois mecanismos foram propostos: i) ligação à 

parede celular bacteriana carregada negativamente, levando a ruptura da célula, 

alterando as propriedades de permeabilidade da membrana, seguida de ligação ao 

DNA, causando inibição da replicação do DNA e assim, a morte celular e ii) a 

quitosana atua como um agente quelante que se liga à íons metálicos, a supressão 

de elementos de esporos e a ligação de nutrientes necessários ao crescimento 

microbiano (DIVYA et al., 2017).  

A propriedade da quitosana de promotor de absorção de fármaco também já foi 

investigada em alguns estudos que sugerem que esse mecanismo é devido a uma 

interrupção de junções intercelulares estreitas que impedem a passagem de 

substâncias através delas. A aplicação de quitosana em linhagens de células epiteliais 

de adenocarcinoma humano (CACO-2) resulta, portanto, em uma redução na 
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resistência das junções intercelulares e em um aumento na permeação de fármacos 

(DODANE et al., 1999; SMITH et al, 2004; SCHUERER et al.,2018). 

A quitosana pode ser combinada com outros polímeros devido a sua 

disponibilidade abundante e propriedades farmacológicas e biológicas favoráveis. Um 

estudo mostrou que nanopartículas de PCL revestidas com CS promoveram perfis 

favoráveis de liberação de fármacos, boa interação celular e atividade anticâncer 

(BILENSOY et al., 2009). Em uma formulação oftálmica, KHAN e colaboradores 

(2018) demonstraram que nanopartículas de PLGA quando revestidas por CS 

aumentaram o efeito ocular de um diterpeno, a forscolina, com ação contra o 

glaucoma.  

Diante do exposto, nota-se que a combinação das características físico-

químicas com as propriedades biológicas da quitosana, permitem que ela possa ser 

aplicada em uma gama de segmentos. 

2.3.2 Poli(ε-caprolactona) (PCL) 

A PCL é um polímero sintético aprovado pelo Food and Drug Administration 

(FDA) para ser usado como biomaterial. Trata-se de um poliéster alifático, sintetizado 

a partir da abertura do anel da caprolactona epsilon (ε) (Figura 4) (DASH e 

KONKIMALLA, 2012; SOLANO, 2014). 
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Figura 4: Síntese de PCL a partir de ε-caprolactona. 

 

Fonte: Adaptado de Middleton e Tipton (2000)  

É um polímero hidrofóbico, semicristalino e apresenta baixa temperatura de 

fusão (~ 60°C). Devido a seu caráter hidrofóbico, sua taxa de degradação é muito 

lenta e acontece por meio da hidrólise das ligações éster da cadeia polimérica, 

gerando o ácido ε-hidroxicapróico (Figura 5). No entanto, a reação é limitada, uma vez 

que sua hidrofobicidade dificulta a penetração de água na molécula (MENDES, 2011). 

Figura 5: Representação esquemática do mecanismo de hidrólise da PCL. 

 

Fonte: Adaptado de MERKLI et al., 1998. 

A PCL tem potencial para ser aplicada em sistemas de liberação controlada de 

fármacos, devido à sua alta permeabilidade e excelente compatibilidade com uma 

variedade de fármacos, uma vez que os fármacos hidrofílicos, geralmente, tendem a 

permanecer associadas à superfície do PCL, enquanto os fármacos lipofílicos tendem 

a ficar distribuídos uniformemente na matriz. Além disso, a PCL forma misturas com 

outros polímeros, tais como, PLA e PLGA, que permitem modular a cinética de 

liberação dos princípios ativos (ARMENTANO et al., 2010; WOODRUFF e 

HUTMACHER, 2010). 
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2.4 Angiogênese 

A angiogênese ou neovascularização é um processo biológico onde acontece 

a formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes. Trata-se de 

um mecanismo vital que acontece para que chegue até as células oxigênio e 

nutrientes, suprimentos fundamentais para muitos processos fisiológicos, tais como, 

reparo de feridas, reprodução, desenvolvimento e proliferação celular. Sob estas 

condições, o mecanismo de formação de novos vasos é altamente regulado. No 

entanto, a angiogênese também pode ocorrer em processos patológicos, que 

acontece de forma persistente e não regulada (OTROCK et al., 2007). 

Várias são as condições patológicas em que a angiogênese está associada e 

ocorre de forma desordenada e excessiva. Tais doenças incluem, o câncer, artrite, 

doença de Crohn, psoríase e doenças da retina (DMRI e RD) (GRIFFIOEN e 

MOLEMA, 2000). 

A angiogênese se inicia com a estimulação de células endoteliais por fatores 

de crescimento, seguida da degradação da parede capilar e degeneração da 

membrana basal. Uma vez degradada, um novo ponto de ramificação se inicia a partir 

da parede do vaso existente. Por fim, ocorre a migração e proliferação de células 

endoteliais até o ponto de ramificação, onde são organizados e estabilizados para 

formação de novos vasos (KARAMYSHEVA, 2008). 

O processo de angiogênese está sob controle dos fatores pró e anti- 

angiogênicos, que são responsáveis por iniciar ou interromper a cascata da 

angiogênese, respectivamente. Sob condições fisiológicas normais, há um equilíbrio 

entre os fatores angiogênicos. Em condições patológicas, ocorre uma 

hiperestimulação dos fatores pró angiogênicos, devido a algum estímulo, gerando 

uma proliferação celular descontrolada e formação de novos vasos funcionalmente e 

estruturalmente desregulados. Dentre os fatores pró-angiogênicos, destacam- se: o 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento dos 

fibroblastos (FGF) e citocinas (interleucina-8 e e o fator de necrose tumoral) (BEHL e 

KOTWANI, 2015; CAMPOCHIARO et al., 2016).  

Um dos fatores mais estudados e mais potentes é o VEGF, que atua 

especialmente em células endoteliais. O VEGF é produzido por macrófagos, linfócitos 

T, células tumorais e, no olho, pelas células do EPR. A família VEGF consiste em 6 
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fatores homólogos, que são VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e VEGF-

F, além do fator de crescimento placentário (PlGF). O membro VEGF-A é o fator mais 

estudado e compreendido extensivamente (GERWINS et al., 2000). 

O VEGF-A existe em pelo menos 4 isoformas diferentes contendo 121, 165, 

189 ou 206 aminoácidos. Cada uma das isoformas desempenha uma função diferente 

no processo de angiogênese, devido a diferença de afinidade com a molécula de 

heparina que cada uma apresenta (FERRARA et al., 2003). Várias células podem 

expressar o VEGF-A, sendo o principal fator de regulação a disponibilidade de 

oxigênio. Em adição, sob condições de hipóxia há uma hiperestimulação, levando a 

uma angiogênese desregulada, que pode ser observada em várias patologias tais 

como o crescimento tumoral, arteroesclerose, artrite, isquemia do miocárdio, RD e 

DMRI (GACCHE e MESHRAM, 2014). 

2.4.1 Doenças associadas a angiogênese 

2.4.1.1 Degeneração Macular Relacionada à Idade 

A Degeneração Macular Relacionada à Idade (DMRI), ou Maculopatia 

Relacionada à Idade, é uma doença causada pela degeneração da parte central da 

retina, conhecida como mácula. Afeta principalmente indivíduos com mais de 50 anos, 

sendo uma das causas mais comuns de deficiência visual (PARANHOS et al., 2013). 

É uma doença caracterizada por alterações degenerativas envolvendo a parte externa 

da retina, o epitélio pigmentar e membrana de Bruch e pode ser dividida em duas 

formas: forma seca ou não neovascular e forma exsudativa ou neovascular 

(DELPLACE et al.,2015).  

No estágio inicial da doença há um comprometimento visual mínimo, 

caracterizado por alterações do epitélio pigmentado da retina e presença de restos 

celulares, denominados drusas amorfas. Dessa forma, na forma seca, uma lesão 

gradativa do EPR culmina na degeneração dos fotorreceptores e perda progressiva 

da visão central. Já na forma exsudativa, a integridade da membrana de Bruch é 

perdida ocorrendo o surgimento de uma membrana neovascular sub-retiniana 

proveniente da coroide. Os novos vasos são fracos e incompetentes e permitem 

vazamentos e hemorragias, levando assim, à perda irreversível dos fotorreceptores 



17 
 

adjacentes, com consequente baixa de visão, geralmente de maneira mais rápida e 

intensa do que a forma seca (NEHEMY, 2006). 

A etiologia da doença ainda é desconhecida, mas sabe-se que os principais 

fatores de risco incluem hipertensão, envelhecimento, cor dos olhos mais clara, 

tabagismo, obesidade e histórico de DMRI na família. Além disso, o indivíduo que já 

foi submetido a cirurgia prévia de catarata também apresenta risco de desenvolver 

DMRI tardia (CHAKRAVARTHY et al., 2010). 

No início, indivíduos que tenham DMRI podem não apresentar sintomas, mas 

algumas pessoas apresentam um embaçamento na visão central. Com a progressão 

da doença, algumas manchas podem se formar no campo visual central, podendo 

levar perda da visão. Em grande parte dos casos, se um olho é afetado, o outro 

também irá desenvolver a doença. Sendo assim, o grau de comprometimento da visão 

irá variar dependendo do tipo de DMRI (não neovascular ou neovascular) e da rapidez 

para diagnóstico e início do tratamento. Nesse sentido, é muito importante o exame 

de rotina, uma vez que, através dele o oftalmologista frequentemente é capaz de 

detectar sinais precoces da degeneração macular antes que os sintomas apareçam 

(PARANHOS et al., 2013). 

2.4.1.2 Retinopatia Diabética  

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crônica onde os níveis de glicose no 

sangue estão elevados, sendo subdivido em tipo 1, que ocorre quando as células beta 

do pâncreas não são mais capazes de produzir insulina; tipo 2, quando tem-se uma 

condição de resistência à insulina que o corpo produz; e a DM gestacional 

caracterizado pelos altos níveis de glicemia durante a gravidez (IDF, 2019). 

Complicações associadas ao DM, como doenças oculares, neuropatia e doenças 

cardiovasculares, podem aparecer com o tempo, devido a exposição a hiperglicemia 

crônica (MARKOULLI et al., 2018).  

Entre as manifestações oculares causadas pelo diabetes, a Retinopatia 

Diabética (RD) é uma complicação visualmente significativa e trata-se de uma das 

principais causas de perda de visão em muitos países (CONGDON et al., 2003). Entre 

as 415 milhões de pessoas com diabetes no mundo, estima-se que 93 milhões tenham 

algum estágio de RD. O Brasil segue a tendência mundial, com aproximadamente 4 

milhões de pessoas com RD (SBD, 2017). 
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A RD pode ser classificada em retinopatia não proliferativa e proliferativa. Na 

fase não proliferativa, os primeiros sinais visíveis são: microaneurismas capilares, 

hemorragias e exsudatos. O avanço da doença é caracterizado por exsudatos 

algodonosos ou áreas de infarto retiniano com isquemia progressiva. A RD em fase 

proliferativa caracteriza-se pela presença de novos vasos na retina, disco óptico e íris. 

No entanto, estes vasos são fracos e altamente permeáveis podendo romper 

facilmente, resultando em hemorragia vítrea, fibrose subseqüente e no descolamento 

da retina, podendo levar a cegueira (CORRÊA e EAGLE, 2005).   

A RD é ocasionada por elevados níveis de glicose no sangue e que induzem a 

uma série de anormalidades bioquímicas na retina que interferem na permeabilidade 

vascular e no suprimento sanguíneo, e essas incluem a via dos polióis, estresse 

oxidativo, ativação da proteína quinase C (PKC), processos inflamatórios e os fatores 

angiogênicos, principalmente o VEGF (FONG et al, 2004; BOSCO et al., 2005). A 

indução para a neovascularização vítreo-retiniana deve-se à liberação de fatores 

angiogênicos produzidos pela retina em isquemia. Evidências mostram que o VEGF 

é um fator pró angiogênico de extrema importância na regulação da retinopatia 

diabética. A produção do VEGF pode ser regulada por diversos fatores, mas a 

condição de hipóxia é o regulador chave. Estudos mostraram elevados níveis de 

VEGF no humor vítreo de pacientes com retinopatia diabética (WANG et al., 2009; 

CHUNG et al., 2011). 

2.4.1.3 Tratamento de doenças oculares 

Tanto para a RD, quanto para a DMRI, ainda não existe uma cura, mas algumas 

condutas terapêuticas podem ser tomadas no sentido de atrasar a progressão da 

doença ou até melhorar a visão. No caso da DMRI na forma seca, recomenda-se 

suplementação vitamínica adequada que possa ajudar a impedir o avanço para a 

forma exsudativa (EVANS e LAWRENSON, 2017). Já na RD, o controle intensivo da 

glicemia e da pressão arterial são medidas importantes para prevenir ou controlar a 

doença (MOHAMED, 2007).  

Em estágios avançados de ambas as doenças, um dos tratamentos mais 

tradicionais é a fotocoagulação a laser que consiste na aplicação de uma energia 

luminosa incidida sob o epitélio pigmentar da retina e que é convertida em energia 

térmica. Este calor gerado pelo laser leva a um desgaste na retina, ocorrendo a 
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desnaturação de proteínas e assim, iniciando o processo de coagulação e 

posteriormente, de cicatrização. Embora a fotocoagulação a laser seja 

comprovadamente eficaz, ela pode estar associada a complicações tais como, a 

restrição da visão periférica e da visão noturna, diminuição do campo visual e o 

aparecimento de catarata (NEHEMY, 1998; BOSCO, 2005). Essas limitações 

reforçam a importância de investigações e de estudos de tratamentos que sejam mais 

seguros e eficazes para as doenças oculares, RD e DMRI.  

A utilização de compostos anti-angiogênicos pode ser considerada uma 

estratégia interessante para o tratamento dessas doenças intraoculares e tem sido 

explorada em muitas pesquisas (CRAWFORD, 2009). O bevacizumab, um anticorpo 

monoclonal que bloqueia a ação do VEGF, utilizado principalmente para o tratamento 

de alguns tipos de cânceres em estágio avançado, mostrou ser um composto capaz 

de trazer melhorias também para o tratamento de doenças do segmento posterior do 

olho (KEATING, 2014; YAN et al., 2015). Um estudo feito com outro antagonista do 

fator de crescimento VEGF, o ranibizumabe, demonstrou ao longo de 2 anos, 

resultados satisfatórios no tratamento da RD, quando utilizado de forma isolada ou 

também em associação à fotocoagulação a laser (ELMAN et al., 2011). Ainda que 

esses agentes antiangiogênicos sejam eficientes no controle da angiogênese 

patológica, eles podem apresentar efeitos colaterais graves, além do alto custo, sendo 

fundamental a busca por outros compostos com potencial anti-angiogênico, que 

possam fornecer uma ferramenta de tratamento mais eficaz, segura e menos onerosa 

(LU et al., 2016). 

Um estudo mostrou que um alcalóide derivado da planta Sanguinaria 

Canadensis, a sanguinarina, suprimiu a angiogênese patológica induzida por VEGF 

(EUN e KOH, 2004). Outro estudo feito por SOARES e colaboradores (2017) mostrou 

que o lupeol, um triterpeno natural, foi capaz de inibir o processo angiogênico, sem 

afetar as células saudáveis da retina. Neste trabalho, sugere-se a utilização do BNa 

como substância ativa anti-angiogênica. 

Diante do exposto, torna-se necessário a busca por compostos que possam ter 

efeito terapêutico semelhante aos medicamentos atualmente disponíveis; mas serem 

economicamente viáveis. 
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2.5 Butirato de sódio 

Os ácidos graxos de cadeia curta (SCFA), principalmente acetato, propionato e 

butirato, são ácidos orgânicos, produzidos pela microbiota intestinal por meio da 

fermentação de carboidratos. O butirato de sódio, cuja estrutura química está 

representada na Figura 6, é um sal orgânico de sódio resultante da substituição do 

próton do grupo carboxi do ácido butírico por um íon sódio. O sal apresenta vantagem 

sobre os ácidos livres, pois é inodoro e a manipulação é mais fácil por se apresentar 

na forma sólida e solúvel em água (HAMER et al., 2008; WU et al., 2018) 

Figura 6: Estrutura química do butirato de sódio 

 

Fonte: https://www.merckmillipore.com/BR/pt 

O butirato pode servir como fonte de energia para células presentes no cólon, 

uma vez que pode ser rapidamente absorvido pelas células epiteliais do íleo terminal 

e intestino grosso, especialmente no cólon. Além disso, pode auxiliar na manutenção 

da integridade intestinal, estimulando o fluxo sanguíneo intestinal, a secreção de 

mucina, e a absorção de eletrólitos e água (CANANI et al., 2011).  

O butirato também demonstrou ter efeitos potencialmente úteis em outras 

condições, principalmente, como um inibidor de histonas desacetilases, enzima 

responsável por desacetilar a histona e fazer com que interações entre as histonas e 

o DNA aumente, tendo assim, uma estrutura de cromatina mais compacta que limite 

a acessibilidade da maquinaria de transcrição.  Como um inibitor de histona 

desacetilase, o BNa induz uma ampla gama de efeitos nas células cancerosas, 

incluindo parada do ciclo celular, apoptose, diferenciação celular, autofagia e efeitos 

antiangiogênicos. 

Em adição, há relatos na literatura de que o BS também apresenta atividade 

antiangiogênica. Segundo uma pesquisa desenvolvida por HRGOVIC e colaboradores 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/butyric%20acid
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/sodium%20ion
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(2017), NaB demonstrou ser capaz de regular a expressão do VEGF, um dos fatores 

angiogênicos mais importantes. Outro estudo também demonstrou que o NaB é capaz 

de controlar a angiogênese, sugerindo seu uso como um composto antiangiogênico 

que pode ser usado no tratamento de câncer (PELLIZZARO et al., 2002). No entanto, 

até o presente momento, nenhum estudo avaliou sua ação em doenças do segmento 

posterior do olho e sua respectiva toxicidade. 

  



22 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS   



23 
 

3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral  

Desenvolver nanopartículas de PCL contendo BNa encapsulado e revestidas por 

CS destinadas à inibição da angiogênese em doenças intraoculares que degeneram 

a retina. 

3.2 Objetivo específicos 

 Desenvolver e validar método analítico para quantificação do BNa nas 

nanopartículas; 

 Desenvolver nanopartículas de PCL contendo BNa e revestidas com CS; 

 Caracterizar as nanopartículas quanto a análise de diâmetro hidrodinâmico, 

índice de polidispersão e potencial zeta; 

 Realizar delineamento experimental fatorial para selecionar as nanopartículas 

que possuíam as propriedades físico-químicas otimizadas; 

 Realizar estudo da eficiência de encapsulação; 

 Avaliar a tolerância ocular das nanopartículas em modelo HET-CAM; 

 Avaliar citotoxicidade das nanopartículas frente à linhagem de células oculares 

ARPE-19. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Desenvolvimento e validação de método analítico por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE-DAD) para quantificação do BNa presente nas 

nanopartículas 

4.1.1 Preparo da solução estoque  

Inicialmente foi preparada uma solução de BNa na concentração de 2,5 mg/mL. 

Uma alíquota de 13,75 mL da solução obtida foi transferida para um balão volumétrico 

de 50,0 mL e o volume ajustado para 50,0 mL com a fase móvel, resultando em uma 

solução de 687,5 µg/mL para análise cromatográfica.  

4.1.2 Determinação das condições cromatográficas e validação 

Durante o desenvolvimento do método cromatográfico, foram consideradas 

algumas condições descritas por Yurong e colaboradores (2013). 

As condições pré-estabelecidas foram: coluna de fase reversa C18 (150 mm X 

4,6 mm X 5 μm); temperatura ambiente (25 °C); fase móvel contendo mistura de água 

acidificada com ácido fosfórico a 0,1 % e acetonitrila (88:12 v/v); eluição isocrática e 

volume de injeção de 20 μL; detector de arranjo de foto-diodos (DAD) a 216nm e fluxo 

de 1,2 mL/mL. 

As análises para validação do método analítico foram realizadas de acordo com 

critérios estabelecidos pela RDC n° 166 de 25 de julho de 2017 da ANVISA (BRASIL, 

2017). 

4.1.3 Seletividade  

Para avaliação da seletividade do método foram preparadas soluções do 

fármaco e dos demais componentes da matriz (CS, PVA e PCL). 

Foram preparadas as seguintes soluções: 

1. Uma solução diluída de BNa em fase móvel misturada com os componentes 

da matriz na concentração de 687,5 µg/mL.  

2. Uma solução de todos os componentes da matriz (sem o BNa) na 

concentração de 687,5 µg/mL. 

4.1.4 Linearidade 
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Para avaliação da linearidade foram construídas curvas analíticas, com total de 

6 concentrações (27,5, 137,5, 275, 412,5, 550, 687,5 ug/mL), a partir das soluções 

estoque previamente preparadas assim como descrito no item 1.1. O teste foi 

realizado com triplicatas independentes para cada concentração estudada. 

As curvas analíticas com concentração versus área do pico foram plotadas e 

os dados obtidos foram submetidos à análise de regressão linear usando o método 

Mínimos Quadrados Ordinários (MMQO). Para a análise dos resíduos empregou-se o 

teste residual padronizado JacKnife (BELSLEY et al., 1980). 

A normalidade (teste de Ryan-Joiner), a homocedasticidade (teste de Levene 

modificado por Brown e Forsythe) e a independência de resíduos (teste de Durbin-

Watson) foram avaliadas para verificar o cumprimento das premissas do método dos 

mínimos quadrados ordinários (MMQO) (BRASIL, 2017; SOUZA e JUNQUEIRA, 

2005). 

4.1.5 Efeito matriz 

Foram preparadas soluções contendo BNa em solvente, correspondente aos 

pontos da curva analítica (27,5, 137,5, 275, 412,5, 550, 687,5 ug/mL). Em paralelo, foi 

preparada outra curva, de Nanopartículas brancas contaminadas com BNa (com as 

mesmas concentrações da curva analítica). As soluções de BNa que variaram entre 

27,5 e 687.5 μg/mL (utilizadas para a obtenção das curvas analíticas) foram 

preparadas a partir das diluições das soluções estoque (n=3), descrita no item 1.1. 

O teste t de Student foi utilizado para comparação das médias obtidas nos 

ensaios com e sem os componentes da matriz para cada nível de concentração, para 

verificação da premissa de normalidade e desvio de linearidade. O teste F foi utilizado 

para avaliação da homocedasticidade.  

4.1.6 Precisão  

A precisão foi avaliada por meio da análise de soluções do fármaco (n=3) em 

três níveis de concentração (27,5 µg/mL, 275 µg/mL e 687,5 µg/mL) que foram 

analisadas em dois dias diferentes. 

A concentração dessas soluções foi determinada pelo método cromatográfico 

e os teores do BNa, bem como o desvio padrão relativo (DPR) foram calculados para 

avaliação da precisão intra e inter dias. 

4.1.7 Exatidão 
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A exatidão foi avaliada por meio do método de recuperação que é calculada 

por meior da Equação 1 e por determinação do DPR dos fármacos em matrizes (n=3), 

em três níveis de concentração (27,5 µg/mL, 275 µg/mL e 687,5 µg/mL) preparadas 

de maneira independente (BRASIL, 2017). 

(%)𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜:
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡é𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎
 𝑥 100  (Equação 1) 

4.1.8 Limite de detecção e de quantificação  

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) foram calculados de acordo 

com as Equações 2 e 3. 

 𝐿𝐷 = 3,3 𝑋 
DPa

𝑏
  (Equação 2)  

𝐿𝑄 = 10 𝑋 
DPa

𝑏
  (Equação 3) 

Em que: b = inclinação da curva de calibração  

DPa= Desvio padrão, que pode ser calculado a partir:  

a) Do desvio padrão do intercepto com o eixo Y de no mínimo 3 curvas de calibração 

contendo concentrações próximas ao suposto LD.  

b) Do desvio padrão residual da linha de regressão.  

c) Da estimativa de ruído da análise (BRASIL, 2017).  

4.2 Preparo da formulação (preparação piloto) 

A formulação piloto foi preparada utilizando a técnica de dupla emulsificação 

seguida de evaporação do solvente, descrita por PANDIT e colaboradores (2016), 

com algumas modificações. Inicialmente, 25 mg de PCL foram adicionados em 4 mL 

de diclorometano. Em seguida, foram adicionados 200 µL de uma solução de BNa a 

550 µg/mL em água purificada e a solução polimérica foi homogeneizada por 1 minuto 

usando um processador ultrassônico Vibra-Cell ™ com 40% de amplitude. Após esta 

homogeneização, a emulsão primária formada foi vertida em 4 mL de solução aquosa 

contendo CS a 1 %(p/v) e o PVA a 1 %(p/v). Utilizou-se um processador ultrassônico 

Vibra-Cell ™ com 40% de amplitude durante 15 minutos para formar a emulsão 

múltipla A/O/A. Após a emulsificação, a solução permaneceu a temperatura ambiente 
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(15 – 30 °C) sob agitação magnética por 16 horas para evaporação do solvente. O 

fármaco não encapsulado foi removido por centrifugação a 14.000 rpm por 30 minutos. 

4.3 Planejamento experimental para o desenvolvimento de nanopartículas de 

PCL contendo BNa utilizando delineamento fatorial 23 com quintuplicata no 

ponto central 

Para a realização do delineamento fatorial 2³, as nanopartículas foram obtidas 

conforme descrito no item 5.1. Foram propostas 8 formulações por meio da 

combinação de 3 variáveis independentes (Tabela 1). Cada uma dessas variáveis foi 

avaliada em 2 níveis, indicados como sendo alto (+1) e baixo (-1). As condições 

mantidas fixas foram: a massa de BNa, o volume da fase orgânica e a concentração 

de CS. 

Tabela 1: Níveis das variáveis independentes estudadas no delineamento fatorial 2³ 

para a obtenção das formulações de nanopartículas de PCL contendo BNa 

Variáveis 

independentes 

Nível baixo (-1) Ponto central (0) Nível alto (+1) 

Massa do polímero 15 mg 25 mg 35 mg 

Tempo de agitação  11 min 16 min 21 min 

Concentração do 

tensoativo 

0,75 % 1 min % 1,25 min % 

min = minutos; mg = miligrama 

A Tabela 2 mostra a matriz de planejamento do delineamento fatorial 2³. Para 

a formulação 9 (ponto central), foram realizadas cinco réplicas e para as demais 

formulações (1 a 8) foi realizada uma única réplica. 
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Tabela 2: Matriz de planejamento do delineamento fatorial 2³ com quintuplicata no 

ponto central para a obtenção das formulações de nanopartículas de PCL contendo 

BNa. 

Formulações Massa do polímero 

(mg) 

Tempo de agitação 

(min) 

Concentração do 

tensoativo (% p/v) 

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 

*ponto central: quintuplicata 

As nanopartículas obtidas nas formulações 1 a 8, inclusive àquela do ponto 

central, foram monitoradas a partir da avaliação do diâmetro hidrodinâmico, índice de 

polidispersão (IPD), potencial zeta (descritos no item 5.3.1) e eficiência de 

encapsulação (descrito no item 5.3.2)  

A análise de variância (ANOVA) foi utilizada para verificar se as variáveis 

independentes foram capazes de exercer influência significativa (p < 0,05) nos 

resultados obtidos. A análise estatística foi realizada por meio do software estatístico 

Statistica v7.0.61.0 EN. 

4.4 Caracterização das nanopartículas das formulações 1 a 8, inclusive a 
formulação do ponto central   

4.4.1 Determinação do diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta e índice de 
polidispersão  

A técnica de espectroscopia de correlação fotônica foi utilizada para determinar 

o diâmetro hidrodinâmico de partícula e o índice de polidispersão, enquanto o 

potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforense por Anemometria Laser 

Doppler num campo elétrico de 150 V/cm.  
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Para as análises, 2 µL das formulações foram diluídas em 1 mL de água 

ultrapurificada. As leituras foram realizadas em cubeta de quartzo a 25 °C em triplicata. 

O ângulo de detecção utilizado na leitura das amostras foi de 173°. Os resultados 

obtidos por meio destas análises foram expressos como média ± desvio padrão (DP).  

As análises foram realizadas por meio do equipamento ZetaSizer localizado no 

Laboratório Multiusuários do Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Farmacêuticas (Cipharma) da Escola de Farmácia da Universidade Federal de Ouro 

Preto. 

4.4.2 Estudo da eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação (EE) das nanopartículas obtidas neste estudo foi 

determinada pelo método indireto (HONARY et al., 2013). Os sobrenadantes obtidos 

após a centrifugação do sistema conforme descrito no item 5.1 (formulação piloto) 

foram utilizados para a determinação da eficiência de encapsulação. Para tal, 1 mL 

do sobrenadante de cada formulação foi adicionada à 1 mL de fase movél [água 

acidificada: acetonitrila] (88:12 v/v/). Em seguida, estas soluções foram analisadas por 

CLAE, utilizando as condições cromatográficas descritas no item 5.2. A EE foi 

determinada por meio da diferença percentual entre a quantidade de BNa adicionada 

com a encontrada no sobrenadante (Equação 4). 

𝐸𝐸 =
(𝐵𝑢𝑡𝑁𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) −(𝐵𝑢𝑡𝑁𝑎 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒) 

(𝐵𝑢𝑡𝑁𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)
 𝑥 100 (Equação 4) 

 

4.5 Avaliação da tolerância ocular das nanopartículas frente à membrana cório 

alantóide do ovo embrionado de galinha (HET-CAM) 

Para a realização do teste de tolerância ocular HET-CAM (ALANY et al, 2006), 

foram utilizados ovos embrionados da espécie Gallus domesticus, linhagem Ross, 

adquiridos do incubatório da indústria de Alimentos Avivar, localizado no município de 

São Sebastião do Oeste – Minas Gerias (Brasil). Durante dez dias os ovos foram 

incubados em rotação constante a 37 ± 1oC e umidade relativa de aproximadamente 

60%. No décimo dia de incubação realizou-se uma abertura circular na região da 

câmara de ar da casca dos ovos, a fim de evidenciar a membrana da casca. Os ovos 

inviáveis ou não embrionados foram descartados. Após exposição da membrana 

córion-alantóide (CAM) foram aplicados sobre ela 300 μL das seguintes soluções: 
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 NPs – PCL + CS; 

 NPS – PCL + CS + BNa; 

 BNa em soluçaõ aquosa; 

 NaOH 0,1 mol.L-1 (controle positivo); 

 Solução salina 0,9% p/v (controle negativo). 

 

Após 20 segundos de exposição da CAM frente a estas substâncias, a mesma 

foi lavada com solução salina 0,9% p/v e examinada durante 5 minutos quanto a 

observação dos efeitos irritantes: hiperemia, hemorragia e coagulação, os quais foram 

classificados de acordo com a Tabela 3, que caracteriza os efeitos em função do 

tempo de resposta e atribuí os respectivos escores de pontuação. A não observação 

destes efeitos indica que a substância testada foi bem tolerada frente a CAM. 

Tabela 3: Alterações e respectivos escores a serem observados na CAM. 

 

 

 

 
           Fonte: ALANY et al, 2006. 

 
Para cada amostra testada foram utilizados 5 ovos (n=5), sendo que, para cada 

ovo foram somados os escores de pontuações observados para os efeitosvasculares. 

Por fim, a média do somatório dos escores dos 5 ovos foi utilizada para classificar a 

substância testada em: não irritante, ligeiramente irritante, moderadamente irritante e 

irritante. A Tabela 4 demonstra a classificação, conforme escore de pontuação 

observado. 

Tabela 4: Classificação final do potencial irritante de acordo com o escore de 

pontuação observado da resposta vascular. 

Escore cumulativo Classificação 

0 a 0,9 Não irritante 

1 a 4,9 Ligeiramente irritante 

5,0 a 8,9 Moderadamente irritante 

9,0 a 21 Irritante 

               Fonte: ALANY et al, 2006. 

 Tempo 

Efeitos t ≤ 30s 30s < t ≤ 2 min 30s < t ≤ 2 min 

Hiperemia 5 3 1 

Hemorragia 7 5 3 

Coagulação 9 7 5 
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4.6 Avaliação de citotoxicidade em células ARPE-19 utilizando como parâmetro 

a viabilidade celular  

Cultura de células ARPE-19 

As células ARPE-19 foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F-12 

suplementado com 10 %(v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1 %(v/v) de penicilina-

estreptomicina. A cultura foi mantida em estufa à temperatura de 37 oC com 5% de 

CO2. 

A cultura foi estabelecida a partir de uma passagem inicial de 106 células em 

frascos de cultura de poliestireno de 25 cm2 e mantidas a 37 ºC em atmosfera de 5% 

de CO2 e 80% de umidade. Após confluência, as células foram desprendidas por 

tratamento com solução de tripsina 0,125 %(p/v) / EDTA 0,02 %(p/v) por 5 minutos, 

centrifugadas a 175 rpm por 5 minutos, contadas em câmara de Neubauer e passadas 

106 células para novo frasco de cultura de 75 cm3.   

Determinação da viabilidade celular  

Foram semeadas 5 x 104 células ARPE-19 em DMEM/F-12 suplementado com 

10 %(v/v) de SFB e 1 %(v/v) de penicilina-estreptomicina, em placas de poliestireno 

de 96 poços, por 24 horas. Em seguida, o meio foi descartado e 200 µL de solução 

contendo as seguintes amostras foram colocados em contato com as células: (1) NP-

PCL+CS+BNa; (2) NP-PCL+CS; (3) NP-PCL + BNa; (4) NP-PCL e (5) BNa puro, em 

três concentrações de acordo com a Tabela 5. Para atingir as concentrações das 

amostras avaliadas, as soluções foram preparadas de acordo com a metodologia 

descrita no item 4.2 e diluídas em 2 mL de DMEM/F-12 suplementado com 10 %(v/v) 

de SFB e 1 %(v/v) de penicilina-estreptomicina. Após 24 e 48 horas de contato das 

células ARPE-19 com as amostras, o meio de cultura foi removido e adicionaram-se 

100 μL do 3-(4,5-Dimetiltiazol-2- il)2,5- Difenil Brometo de tetrazólio (MTT) (1 mg.mL-

1 em PBS) em cada poço. Após 2 horas de incubação a 37 oC, os cristais de formazan 

foram dissolvidos com 100 µL de DMSO e os valores de absorvância foram medidos 

a 570 nm usando o leitor BioRad (San Diego, CA). Estas leituras foram comparadas 

com a leitura das células ARPE-19 que estiveram em contato com as amostras 

(controle negativo), que por sua vez foi fixado em 100% de viabilidade. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o software Sigma Plot 12.0, por meio do teste 

de análise de variância one-way. Quando diferenças significativas foram encontradas 
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(o nível de significância de 5%), a análise foi complementada pelo teste de Holm-

Sidak. Os dados foram representados com média ± desvio padrão.  

Tabela 5: Concentrações de PCL, CS e BNa utilizadas no teste de viabilidade celular. 

Concentração PCL (mg/mL) CS (%p/v) BNa (ug/mL) 

1 1,56 0,25 137,5 

2 0,78 0,125 68,8 

3 0,39 0,0625 34,4 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Desenvolvimento e validação do método analítico para quantificação do BNa 

5.1.1 Desenvolvimento do método analítico 

A validação analítica tem como objetivo assegurar que o método forneça 

informações confiáveis e interpretáveis, garantindo assim que, o método proposto seja 

adequado ao que se deseja quantificar. A validação ocorre por meio de estudos 

experimentais sistemáticos, nos quais o método deve cumprir uma série de premissas 

pré-estabelecidas pelo guia de validação (BRASIL, 2017). 

As condições analíticas determinadas para o método cromatográfico para 

quantificação do BNa em nanopartículas foram selecionadas baseadas no trabalho 

desenvolvido por Yurong e colaboradores (2013).  

A cromatografia liquida de alta eficiência (CLAE) foi a técnica escolhida para a 

quantificação do analito, uma vez que é uma técnica muito utilizada no controle de 

qualidade de medicamentos e apresenta vantagens em relação a outras técnicas, 

como, alta resolução, boa sensibilidade e menor tempo de análise (SOUSA, 2018). 

Para a quantificação do BNa, a fase móvel selecionada foi água acidificada com 

ácido fosfórico 0,1% e acetonitrila (88:12 v/v). Para determinar o comprimento de onda 

para detecção do analito foi realizada varredura na região do ultravioleta (190 a 400 

nm), utilizando-se CLAE - DAD e uma solução de BNa a 550 µg/mL. O comprimento 

de onda selecionado para o desenvolvimento do método de quantificação foi o de 216 

nm. Adicionalmente, as análises foram realizadas em modo isocrático. O método foi 

avaliado por meio dos seguintes parâmetros: seletividade, linearidade, precisão, 

exatidão e limites teóricos de quantificação e detecção. 

5.1.2 Validação do método analítico  

5.1.2.1 Seletividade  

A seletividade do método analítico deve ser demonstrada por meio da sua 

capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na 

presença de componentes que podem estar presentes na amostra e componentes da 

matriz (BRASIL, 2017).  
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 A seletividade foi avaliada pela comparação dos picos obtidos em uma análise 

de solução de BNa e solução da matriz (PCL, CS e PVA) (Figura 7). Pode-se observar 

que a matriz não interfere na quantificação do fármaco, demonstrando a seletividade 

do método. 

Figura 7: Sobreposição dos cromatogramas referentes ao BNa (preto) e matriz (PCL, 

PVA e CS). Condições cromatográficas: coluna C18 (150 mm X 4,6 mm X 5 μm); fase 

móvel: água acidificada com ácido fosfórico a 0,1 % e acetonitrila (88:12 v/v); volume 

de injeção de 20 μL; detector de arranjo de foto-diodos (DAD) a 216nm e fluxo de 1,2 

mL/mL. 

 

5.1.2.2 Linearidade  

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade 

de obter respostas analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito 

em uma amostra (BRASIL, 2017).  

No presente estudo, comprovou-se a linearidade considerando a faixa de 

concentração selecionada (27,5 a 687,5 ug/mL), a relação entre a área sob o pico e a 

concentração do BNa. 

Na Tabela 5 estão apresentados os parâmetros avaliados na regressão linear 

das três curvas analíticas de BNa que permitiram comprovar a linearidade do método. 
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Tabela 6: Resultados obtidos para os parâmetros analisados na regressão linear das 

três curvas estudadas que permitiram comprovar a linearidade do método 

cromatográfico desenvolvido. 

Parâmetros da análise de regressão BNa puro 

Inclinação 

 

767,4 

 Intercepto  

 

-1421 

Coeficiente de determinação (R2) 

 

0,9999 

 

Coeficiente de correlação (r) 

 

0,9999 

Normalidade dos resíduos 

 

R crit = 0,9228 
R eq = 0,9311 

Independência dos resíduos 

 

1,78 
(1,39 – 2,61) 

Homocedasticidade 

 

1,57 
(tcrítico = 2,120) 

Falta de ajuste (pcalculado) 0,48 

 

              Rcrit: R crítico; Req: R calculado 

Segundo a Resolução RE no 166/2017, as curvas analíticas preparadas devem 

apresentar os coeficientes de correlação linear (r) e de determinação (R2) superiores 

a 0,99; o que foi obtido para as três curvas analíticas plotadas.  

Os resíduos apresentaram distribuição normal, independência e 

homocedasticidade, concluindo que o MMQO se mostrou adequado para a análise 

das três curvas plotadas. No teste de normalidade, o Rcrítico (0,9228) foi menor que 

Rcalculado (0,9311). Os limites calculados para verificação da independência dos 

resíduos foram de 1,39075 a 2,6095, sendo o que valor obtido (1,78) atende aos 

limites especificados (DURBIN-WATSON, 1951). Os resíduos também apresentam 

homocedasticidade (tcalculado < tcrítico) (LEVENE, 1960; BROWN E FORSYTHE, 
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1974). Adicionalmente, a regressão entre as variáveis foi significativa (p < 0,05) e a 

falta de ajuste não foi significativa. 

5.1.2.3 Efeito Matriz 

Primeiramente foi avaliada a linearidade da curva analítica preparada na 

presença da matriz. O MMQO indicou que as curvas analíticas do BNa + matriz 

seguem as premissas dos resíduos na regressão (normalidade, homoscedasticidade 

e independência) e as premissas no modelo (significância da regressão e não desvio 

da linearidade).  

Finalmente, a curva analítica do BNa foi comparada a curva analítica do BNa 

em contato com a matriz. As áreas sob o pico do BNa sem e com a matriz foram 

submetidas à avaliação estatística com o intuito de analisar a homocedasticidade do 

método e se a matriz interfere na quantificação do analito (Tabela 7). Os valores de 

Fcrítico e Fcalculado foram 2,34 e 9,33, respectivamente, indicando que existiu 

heterocesdasticidade, já que Fcrítico é inferior ao Fcalculado. Havendo 

heterocedasticidade, as inclinações e interseções das duas curvas são comparadas 

através do teste t com variâncias amostrais distintas. Os resultados dos testes 

permitem afirmar que o método não apresenta efeito de matriz (Figura 8), uma vez 

que, não houve interferência estatística da matriz na quantificação do BNa, já que ta 

(0,569) e tb (0,830) foram menores que o tcritico (2,093).  
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Tabela 7: Resultados obtidos para os parâmetros analisados na regressão linear das 

três curvas estudadas na presença da matriz (PCL, BNa e CS) que permitiram 

comprovar a linearidade do método cromatográfico desenvolvido. 

Parâmetros da análise de regressão BNa + Matriz 

Inclinação 

 

718,37 

 Intercepto  

 

- 778,2 

Coeficiente de determinação (R2) 

 

0,9971 

 

Coeficiente de correlação (r) 

 

0,9985 

Normalidade dos resíduos 

 

R crit = 0,9228 
R eq = 0,9311 

Independência dos resíduos 

 

2,57 
(1,39 – 2,61) 

Homocedasticidade 

 

1,175 
(tcrítico = 2,120) 

Falta de ajuste (pcalculado) 0,86 
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Figura 8: Comparação da curva analítica do BNa puro (azul) e da curva analítica do 

BNa na presença da matriz (laranja) para comprovando a inexistência de efeito matriz. 

 

 

5.1.2.4 Precisão  

A precisão representa o grau de variação entre resultados quando o método é 

aplicado várias vezes para replicatas de um mesmo analito (BRASIL, 2017).  

Neste trabalho, a precisão foi avaliada quanto aos critérios de repetitividade 

(intracorrida) e precisão intermediária (intercorrida). A precisão intracorrida refere-se 

ao grau de variação entre os resultados dentro de um curto período de tempo com o 

mesmo analista e mesma instrumentação. Já a precisão intercorrida demonstra o grau 

de variação entre os resultados do mesmo laboratório, mas realizados em dias, com 

analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. 

De acordo com a RDC 166/2017, o valor máximo aceitável deve ser definido 

de acordo com o método empregada, a concentração do analito na amostra, o tipo de 

matriz e o objetivo do método (BRASIL, 2017). Dessa forma, como critério de 

aceitação, considera-se que os valores de DPR devem ser menores ou iguais a 5% 

(BRASIL, 2003). 

Para realizar as análises da precisão, foram preparadas soluções de BNa em 

três concentrações diferentes: 27,5 ug/mL (baixo), 275 ug/mL (médio), 687,2 ug/mL 

(alto). Os resultados foram expressos por meio do DPR e estão apresentados na 

Tabela 7. Observa-se que o método é preciso, uma vez que os valores de DPR são 

menores do que 5%. 
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Tabela 8: Precisão intra-dia e interdia para quantificação de BNa 

Precisão intradia  

Concentração BNa(µg/mL) Concentração 

experimental (ug/mL) 

DPR (%) 

27,5 28,16 2,68 

275 273,73 0,5 

687,5 687,57 0,29 

Precisão interdia 

Concentração BNa(µg/mL) Concentração 

experimental (ug/mL) 

DPR (%) 

27,5 27,75 1,81 

275 278,04 1,51 

687,5 691,85 1,85 

DPR = desvio padrão relativo 

5.1.2.5 Exatidão 

A exatidão avalia a proximidade dos resultados obtidos de forma experimental 

em relação ao valor teórico (BRASIL, 2017). Foi expressa pela taxa de recuperação 

do analito de concentração conhecida adicionado à amostra, em três níveis de 

concentração: baixo, médio e alto. Os resultados obtidos para a avaliação da exatidão 

estão apresentados na Tabela 8. 

Tabela 9: Valores médios de recuperação aparente nos três níveis de concentração 

utilizados para a avaliação da exatidão. 

Concentração BNa (µg/mL) Recuperação DPR (%) 

27,5 104,3 2,08 

275 100,4 0,36 

687,5 100,6 1,15 

 

O desejável é que os valores de recuperação se encontrem próximos de 100% 

(BRASIL, 2003). As recuperações do BNa variaram entre 100,4 e 104,3%, além disso, 

os DPRs foram inferiores a 5%, demonstrando a exatidão do método (BRASIL, 2003). 
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5.1.2.6 Limite de detecção e quantificação 

O limite de detecção (LD) representa a menor concentração da substância em 

análise que pode ser detectada e o limite de quantificação (LQ) representa a menor 

concentração do analito que pode ser quantificada (BRASIL,2017). Os valores de LD 

e de LQ foram calculados considerando o desvio padrão residual da linha de 

regressão, de acordo com as Equações 2 e 3. Os valores estimados para LD e LQ 

foram 6,4 µg/mL e18,33 µg/mL, respectivamente. 

5.2 Preparo da formulação (preparação piloto) 

As nanoemulsões consistem na dispersão de uma fase em outra, uma vez que 

essas fases são diferentes e não solúveis entre si. Existem dois tipos de emulsões: 

emulsões simples e múltiplas. A emulsão simples pode ser do tipo emulsão de óleo 

em água (O/A) ou água em óleo (O/A) (TADROS et al., 2004). As emulsões múltiplas 

ou também referidas como emulsões duplas podem ser do tipo óleo em água em óleo 

(O/A/O), bem como água em óleo em água (A/O/A) (KUMAR et al., 2012; SAHU et al., 

2013). Na emulsão A/O/A, a fase aquosa é dispersa em gotículas de óleo que é ainda 

dispersa em uma fase aquosa externa. É uma técnica muito utilizada por apresentar 

vantagens como melhora da biodisponibilidade do fármaco, proteção destes 

compostos ativos contra a degradação e maior estabilidade. Adicionalmente, é muito 

utilizado para tornar possível o aprisionamento de fármacos hidrofílicos, como por 

exemplo, o BNa. 

O método de emulsificação seguida da evaporação do solvente com base na 

técnica de emulsão dupla A/O/A foi então empregado para produzir NPs contendo 

butirato de sódio. Primeiramente, PCL em diclorometano (fase oleosa) e a solução 

aquosa de BNa foram dispersas, formando uma emulsão simples do tipo O/A. Em 

seguida, esta emulsão foi vertida em solução aquosa contendo CS e PVA, a fim de 

formar a emulsão múltipla do tipo A/O/A. Esta solução permaneceu sob agitação 

magnética para a evaporação do diclorometano. 

Para a produção das nanopartículas, seus constituintes devem ser bem 

definidos, tais como o tensoativo, o polímero, o solvente a solubilizar o polímero e a 

presença ou não de revestimento, no intuito de garantir a melhor composição da 

formulação.  

A seleção do tensoativo é importante para se obter partículas nanométricas. O 

acetato de polivinila (PVA) é um tensoativo muito utilizado e tem função de estabilizar 
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as emulsões e evitar agregação das nanosferas. Para a produção das nanopartículas, 

o PCL foi escolhido baseado nos fatores relacionados as suas características, uma 

vez que, consiste em um polímero não tóxico ao organismo, estável e biodegradável 

(CAZO, 2012; BALEST, 2013). Adicionalmente, a fim de melhorar a estabilidade da 

nanopartícula de PCL, a CS foi escolhida para revestimento. A CS possui atividade 

mucoadesiva, antimicrobiana e de promotora de absorção de fármacos, o que a torna 

mais interessante para a entrega controlada de fármacos.  

Para solubilização do polímero, como por exemplo a PCL, os solventes 

clorados são geralmente os mais utilizado pelas características que estes apresentam, 

como baixa miscibilidade em água, baixo ponto de ebulição. Porém a maior 

desvantagem desse tipo de solvente está relacionada à sua toxicidade (ANTON et al., 

2008; SOUTO et al., 2012).  

O princípio ativo, BNa, então encapsulado nas nanopatículas de PCL 

revestidas por CS, foi selecionado como uma alternativa terapêutica para reduzir ou 

minimizar a angiogênese em doenças oculares que afetam a retina (DMRI e RD). 

Apesar de nenhum estudo ter avaliado a atividade do BNa em doenças do segmento 

posterior do olho, estudos anteriores demonstraram seu potencial como antioxidante 

(KHAN e JENA, 2014; WU et al, 2018), anti-inflamatória (IRAPORDA et al., 2015; 

WANG et al., 2015; CHEN et al., 2018;) e anti-diabética (KHAN e JENA, 2016; GUO 

et al., 2018). Além disso, já foi demonstrado também, sua capacidade em inibir um 

receptor de VEGF (HRGOVIC et al., 2017). 

NAIR e colaboradores (2012) desenvolveram nanopartículas de PLGA 

contendo pilocarpina em esquema de múltipla emulsão, utilizando PVA como 

tensoativo, e o estudo demonstrou o potencial do sistema para intensificar o efeito 

terapêutico da entrega de fármacos oftálmicos, neste caso a pilocarpina, com 

biodisponibilidade e resposta farmacológica aumentadas. Outro estudo realizado por 

MAAZ e colaboradores (2017) também utilizaram da mesma técnica para desenvolver 

um sistema de liberação controlada de glatifoxacina, utilizando PVA (3%) como 

estabilizador. Os resultados mostraram que a formulação desenvolvida poderia ser 

utilizada como carreador para liberação ocular de fármacos. Através do método de 

dupla emulsificação seguida da evaporação do solvente, PANDIT e colaboradores 

(2017) desenvolveram e otimizaram as nanopartículas PLGA revestidas com 

quitosana, utilizando PVA como tensoativo, para entrega sustentada e eficaz de 

bevacizumabe, medicamento anti-VEGF, aos tecidos oculares posteriores. Nesse 
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contexto, a técnica de dupla emulsão é amplamente utilizada no encapsulamento de 

fármacos hidrofílicas e é considerada eficaz e reprodutível (IQBAL et al., 2015).  

As condições iniciais selecionadas possibilitaram a formação de partículas em 

escala nanométrica e viabilizaram a escolha da melhor composição para o sistema. 

Na Tabela 9 estão demonstrados os resultados obtidos quando aos parâmetros de 

caracterização de diâmetro hidrodinâmico (nm), índice de polidispersão (IPD) e 

potencial zeta para as nanopartículas obtidas no estudo da formulação piloto. 

Tabela 10: Diâmetro hidrodinâmico, IPD e potencial zeta da formulação piloto (n = 3 

para cada formulação). 

Diâmetro (nm) ± dp Indice de polidispersão ± dp Potencial zeta (mV) ± dp 

403,8 ± 4,842 0,39 ± 0,049 +62,9 ± 2,66 

dp = desvio padrão 

As nanopartículas dispersas em um veículo apresentam movimento browniano 

e um feixe de laser, emitido pelo equipamento ZetaSizer, atravessa essas partículas 

e provoca uma flutuação na intensidade da luz dispersa. Essa flutuação da 

intensidade de luz espalhada ocorre em função do tamanho das partículas, de tal 

forma que as partículas menores se movem mais rapidamente que as partículas 

maiores (OSTROWSKY, 1988; FORMARIZ et al., 2006). O diâmetro médio das 

nanopartículas da formulação piloto foi em torno de 403,8 nm. Este diâmetro 

nanométrico foi alcançado devido ao fato de que durante a formação das 

nanopartículas empregou-se a agitação de alta energia ultrassônica, a qual induziu a 

redução significativa do tamanho das gotículas. 

O índice de polidispersão (IPD) é um parâmetro que se refere à distribuição do 

tamanho das nanopartículas. O IPD da formulação piloto foi superior a 0,3, indicando 

um sistema polidisperso. 

O potencial zeta é a carga que se desenvolve entre a partícula e o veículo 

dispersante, devido a dissociação de grupos funcionais na superfície das partículas 

ou da adsorção de espécies iônicas presentes no veículo de dispersão 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). Baseia-se no fato de que toda partícula carregada em 

meio líquido se movimenta a uma velocidade constante pela ação de um campo 

elétrico externo. Dessa forma, o valor do potencial zeta é determinado a partir da 

velocidade média das partículas sob ação de um campo elétrico (ROZ et al., 2014). 

De forma geral, um valor de potencial zeta, em módulo, igual a 10 mV, as partículas 
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são consideradas neutras e podem acabar se aglomerando devido às interações entre 

elas. No entanto, valores acima de 30 mV são ditas fortemente aniônicas ou 

catiônicas, dependendo da carga de superfície; sendo capazes de garantir maior 

repulsão entre as partículas, redução na tendência à aglomeração e maior grau de 

estabilidade (CLOGSTON e PATRI, 2011; MOHANRAJ e CHEN, 2006). Nesse 

contexto, o potencial zeta da formulação piloto foi superior a 30 mV, característica de 

partículas fortemente catiônicas, e neste caso, devido ao grupo amina da quitosana, 

que em meio ácido, se torna positivamente carregado e resulta em uma alta carga na 

superfície (GAN et., 2005). 

O efeito das variáveis na característica coloidal das nanopartículas, 

principalmente o diâmetro da nanopartícula e o IPD é importante para determinar a 

eficiência de penetração através das barreiras (PANDIT et al., 2017). Sendo assim, 

diante dos parâmetros obtidos da formulação piloto, empregou-se o delineamento 

fatorial 2³ com o objetivo de avaliar as variáveis que influenciam no processo de 

elaboração das nanopartículas, de modo a ser possível otimizar a formulação para 

aplicação ocular. 

5.3 Delineamento fatorial 23 com quintuplicata no ponto central – Diâmetro 

hidrodinâmico, índice de polidispersão, potencial zeta e eficiência de 

encapsulação 

O delineamento fatorial é utilizado para selecionar variáveis que influem no 

processo de produção das nanopartículas e funciona como uma etapa de triagem, 

com intuito de se otimizar a formulação piloto, para tentar atingir parâmetros, 

principalmente, tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta que são 

mais adequados às condições fisiológicas humanas e animais (CUNICO, 2008). 

Os experimentos fatoriais permitem a avaliação, ao mesmo tempo, de um 

grande número de variáveis, contando com um número reduzido de experimentos e 

com o máximo de informações (PERALTA e ZAMORA, 2005). A escolha desse 

modelo experimental também se deve a outras vantagens como: a redução do número 

de ensaios sem prejudicar os resultados obtidos; permite atribuir valores as variáveis 

influentes idealizando a otimização dos resultados; e viabiliza a seleção das variáveis 

influentes com um número reduzido de ensaios (BUTTON, 2005). 

O delineamento fatorial 23 foi empregado para investigar a influência da 

modificação deliberada das variáveis independentes sob as características físico-
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químicas (variáveis dependentes) das nanopartículas, em dois níveis (-1) e (+1), e 

finalmente, definir uma formulação otimizada. Oito formulações foram elaboradas 

mediante a alteração da massa da PCL, tempo de agitação e concentração do PVA 

(variáveis independentes). As variáveis dependentes analisadas para as formulações 

1 a 8, bem como a formulação 9, representada pelo ponto central, foram: diâmetro 

hidrodinâmico, IPD, potencial zeta e eficiência de encapsulação (EE). Os valores 

destes parâmetros estão indicados na Tabela 11.  

Tabela 11: Diâmetro hidrodinâmico, IPD, potencial zeta e EE das formulações 1 a 8, 

incluindo a formulação do ponto central (número 9), obtidas a partir da modificação 

das variáveis independentes: massa do polímero, tempo de agitação e concentração 

de tensoativo. 

Formulação  Diâmetro (nm) ± dp IPD ± dp 
Potencial zeta 

(mV) ± dp 

EE 

(%) 

1 418,1 ± 10,77 0,418 ± 0,031 +23,3 ± 0,55 72,73 

2 619,5± 31,75 0,644 ± 0,013 +17,2 ± 2,43 54,43 

3 323,5 ± 10,79 0,266 ± 0,036 +23,9 ± 2,70 68,92 

4 672,2 ±  12,15 0,501 ± 0,072 +20,2 ±  1,46 68,97 

5 368,4± 5,12 0,281 ±  0,007 +29,1 ±  2,59 90,98 

6 414,2 ±  5,90 0,420 ± 0,098 +52,8 ±  3,75 71,16 

7 311,1 ± 3,10 0,208 ± 0,007 +56,3 ± 2,62 92,37 

8 400,0 ±  3,90 0,317 ± 0,047 +27,2 ± 7,67 69,46 

9.1 363,6 ± 4,03 0,247 ±  0,002 +47,6 ± 1,10 94,73 

9.2 361,7 ± 6,37 0,377 ± 0,037 +64,9 ± 0,85 93,36 

9.3 403,8 ± 4,84 0,392 ± 0,049 +62,9 ± 2,66 95,03 

9.4 355,2 ±  3,00 0,263 ± 0,009 +61,1 ± 0,31 92,66 

9.5 396,1 ± 10,83 0,255 ± 0,026 +58,6 ± 1,66 92,29 

IPD = índice de polidispersão; dp = desvio padrão. 

Para testar se houve efeito significativo provocados pelas variáveis 

independentes sob as características físico-químicas das nanopartículas, o teste 

estatístico ANOVA foi empregado ao nível de significância de 5%; e estes efeitos 
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também foram demonstrados por meio dos gráficos de Paretos (Figuras 9, 10, 11, 12) 

(SANTOS, TOGNOLLI E OLIVEIRA, 2010). 

As variáveis individuais massa do polímero e concentração do tensoativo, bem 

como a associação de ambas, exerceram efeito sobre o diâmetro hidrodinâmico das 

nanopartículas (Figura 9). Sugere-se que houve a diminuição do diâmetro em nível 

baixo de polímero seja atribuído ao aumento da viscosidade da fase orgânica com a 

maior concentração de PCL, fazendo com que a difusão do polímero da fase orgânica 

para a fase aquosa seja reduzida (SOUTO et al., 2012; PANDIT et al., 2017). Estes 

resultados corroboram com o de BHAVSAR e colaboradores (2006) que observaram 

o mesmo efeito ao desenvolver nanopartículas de gelatina em microesfera de PCL 

utilizando a técnica de dupla emulsão seguida da evaporação do solvente. Um outro 

estudo também demonstrou que, o nível alto de polímero (50 mg) na produção de 

nanopartículas de quitosana também influenciou no tamanho maior da nanopartícula 

(PETKAR et al., 2018).  

Em adição, a concentração de PVA em nível alto levou à formação de partículas 

menores devido provavelmente à estabilização das gotículas emulsionadas e ao 

aumento da viscosidade da fase externa, diminuindo a possibilidade de colisão e 

aglomeração das gotículas. Esses resultados corroboram com aqueles descritos por 

NAFEE e colaboradores (2007) que observaram redução no tamanho da partícula 

quando utilizaram maior concentração de PVA (2 mg/mL). Nanopartículas de PLGA 

revestidas com quitosana produzidas pela técnica de emulsão simples seguida da 

evaporação do solvente também apresentaram diâmetro menor quando se utilizou 

maior concentração de PVA a 3% (p/v) (KHAN et al., 2018). Finalmente, a combinação 

de menor quantidade de PCL unido a maior concentração de PVA acarreta menores 

diâmetros de partículas. Tais informações estão visualmente indicadas no gráfico de 

Pareto da Figura 9. 

  



48 
 

Figura 9: Gráfico de Pareto para os efeitos influenciam sobre o diâmetro 

hidrodinâmico de partícula em nanômetros. As variáveis que ultrapassam a linha 

tracejada exerceram influência significativa sobre diâmetro hidrodinâmico, enquanto 

os que não ultrapassam não exercem efeito significativo. 

 

 

 

 

 

 

A massa do polímero individual é a única variável que exerce influência no 

índice de polidispersão (Figura 10). O aumento da massa do polímero (nível +1) leva 

a formação de partículas de tamanhos variados. Este fato pode ser explicado pela 

maior resistência viscosa provocada por maior quantidade de PCL, o que reduz as 

forças de cisalhamento, levando à formação de gotículas de tamanhos maiores, e 

consequentemente, com maiores índices de polidispersão. Petkar e colaboradores 

(2018) também observaram efeito no valor do IPD quando utilizaram o nível alto de 

polímero (50 mg). Courant e colaboradores (2008) demonstraram uma elevação linear 

do índice de polidispersão com o aumento da concentração de PLGA. 
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Figura 10: Gráfico de Pareto para os efeitos que influenciam sobre o IPD das 

nanopartículas obtidas. As variáveis que ultrapassam a linha tracejada exerceram 

influência significativa sobre diâmetro hidrodinâmico, enquanto os que não 

ultrapassam não exercem efeito significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

As análises dos resultados para o potencial zeta e a EE demonstraram que as 

variáveis analisadas não causam influência significativa sobre esses parâmetros; ou 

seja, quando se avalia estatisticamente a significância dos tratamentos, nenhum 

apresenta influência significativa sobre estes parâmetros. As Figuras 11 e 12 

demonstram os resultados observados para esses parâmetros. 

Sugere-se que o potencial zeta positivo pode ser atribuído a carga positiva da 

CS na superfície das nanopartículas. Pandit e colaboradores (2017) também 

obtiveram um potencial zeta da formulação otimizada de +32,8 mV em nanopartículas 

revestidas de CS. Em ambos os estudos, quando a CS é dissolvida em ácido acético, 

o grupo amina fica positivamente carregado, refletindo assim, no valor de potencial 

zeta positivo. 
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Figura 11: Gráfico de Pareto para os efeitos que influenciam sobre potencial zeta nas 

nanopartículas obtidas. As variáveis que ultrapassam a linha tracejada exerceram 

influência significativa sobre diâmetro hidrodinâmico, enquanto os que não 

ultrapassam não exercem efeito significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Gráfico de Pareto para os efeitos que influenciam sobre eficiência de 

encapsulação do BNa nas nanopartículas obtidas. As variáveis que ultrapassam a 

linha tracejada exerceram influência significativa sobre diâmetro hidrodinâmico, 

enquanto os que não ultrapassam não exercem efeito significativo. 
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As estruturas de tamanho pequeno, como as nanopartículas, dificultam a 

separação da porção de fármaco livre da fração associada, sendo a determinação da 

concentração de fármaco encapsulada nas nanoestruturas feita por meio da diferença 

entre as concentrações de fármaco total e livre (SCHAFFAZICK et al., 2003; 

LINDNER, 2014). As formulações desenvolvidas no delineamento fatorial, de modo 

geral, apresentaram EE satisfatória, variando entre aproximadamente 68 e 95% de 

fármaco encapsulado. 

As características físico-químicas do polímero, o comportamento do fármaco 

frente ao polímero e os solventes orgânicos empregados podem influir na EE do 

sistema. Em suma, altos valores de EE, como os obtidos no presente trabalho, 

predizem bons resultados na incorporação do fármaco e polímero e estes podem ser 

atribuídos ao revestimento formado pela CS, que pode ser capaz de impedir o escape 

do BNa (DU et al., 2019; SALAMA et al., 2020). SALAMA e colaboradores (2020) 

demonstraram que, ao formularem um sistema de entrega do fármaco ofloxacina, as 

nanopartículas de PCL que foram revestidas de CS apresentaram EE maior (76,8%) 

do que as nanopartículas de PCL sem revestimento (41,9%). Em um outro estudo 

desenvolvido por MAZZARINO e colaboradores (2021) também foi possível observar 

alta EE (92,7%) ao encapsular curcumina em nanopartículas de PCL revestidas com 

CS. 

Diante dos resultados obtidos, a formulação 7 foi escolhida para continuidade 

do trabalho, uma vez que os resultados obtidos para o diâmetro hidrodinâmico (311 

nm), IPD (0,208), potencial zeta elevado (+56,3 mV) e EE (92,37%) mostraram-se 

satisfatórios. 

O diâmetro em nanômetros obtido pode ser atribuído à técnica de preparo 

utilizada, a qual emprega elevada velocidade de agitação, levando a redução do 

diâmetro hidrodinâmico das partículas formadas (MOHANRAJ e CHEN, 2006; KEDAR 

et al., 2010). 

O valor de IPD abaixo de 0,300 indica homogeneidade no diâmetro das 

partículas, que ajuda a manter a estabilidade do sistema coloidal e evita que aconteça 

erro no doseamento no momento da administração e assim, o tratamento não ocorra 

de forma irregular (ZHANG e KOSARAJU, 2007).  

O potencial zeta da formulação 7 é característico de nanopartículas fortemente 

catiônicas, ou seja maior repulsão eletrostática que evita a formação de agregados, 
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sendo valores próximos ou acima de 30 mV característicos de formulações estáveis 

(CLOGSTON, PATRI, 2011; CAZO et al., 2012; PANDIT et al., 2017). 

5.4 Avaliação de toxicidade de nanopartículas contendo BNa por meio do teste 

HET-CAM 

Todos os produtos químicos, incluindo medicamentos, devem passar por vários 

testes que garantam a sua utilização/comercialização com segurança. Durante a 

pesquisa e o desenvolvimento de fármacos, diferentes estudos são realizados para a 

avaliação de possíveis efeitos tóxicos. Estes estudos devem ser capazes de 

demonstrar a eficácia e segurança dos produtos químicos, como o teste HET-CAM, 

trata-se de um ensaio in vitro e possui vantagens como: rapidez, simplicidade, 

sensibilidade, facilidade de execução e maior custo-benefício (OLIVEIRA et al., 2012). 

O teste HET-CAM consiste na utilização de ovos embrionados de galinha, 

sendo a membrana do ovo um tecido completo que inclui artérias, capilares e veias, e 

é tecnicamente fácil de estudar, permitindo a análise visual de possíveis efeitos 

tóxicos provocados pela exposição aos produtos testados. Por meio desse método, 

os produtos químicos são colocados em contato direto com a membrana 

corioalantóide do ovo da galinha e as alterações da lesão vascular são indicativas do 

potencial do produto químico em danificar a membrana mucosa in vivo (LAGARTO et 

al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012; BUDAI et al., 2010).  

Neste estudo, foram aplicadas sobre a CAM as seguintes amostras: solução de 

hidróxido de sódio 0,1 mol/L, solução salina 0,9 % p/v, nanopartículas brancas c 

nanopartículas contendo BNa e BNa puro. Na Tabela 12 estão apresentados o escore 

e a classificação de cada amostra utilizada no experimento. 

Tabela 12: Escore e classificação das substâncias (n=5) obtidas no teste HET-CAM. 

Amostra Escore 

(n=5) 

Classificação 

NaOH 0,1 mol.L-1 17 Irritante 

Salina 0,9 %p/v 0 Não irritante 

But puro 550 ug/mL 0 Não irritante 

Nps branca - PCL + CS 0 Não irritante 

Nps - BNa + PCL + CS 0 Não irritante 
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Foi relatado o potencial de irritação da solução de hidróxido de sódio frente à 

CAM (Alany et al., 2006). Neste estudo, após a sua aplicação, observou-se, a partir 

de 30 segundos, a hiperemia dos vasos sanguíneos, e após este tempo observou-se 

também os efeitos de hemorragia e coagulação, sendo classificado como um irritante. 

A solução salina 0,9% (p/v) não apresentou potencial irritante, uma vez que foi 

utilizada como controle negativo do ensaio (Figura 13). 

Todas as amostras submetidas ao teste estão apresentadas na Figura 14. As 

nanopartículas formadas por PCL revestidas por CS com e sem BNa não 

demonstraram potencial irritante frente à CAM. SHAHAB e colaboradores (2016) 

utilizaram o teste HET-CAM para investigar o potencial irritante de nanopartículas de 

PCL revestidas por CS e a formulação demonstrou não ser irritante corroborando com 

o presente estudo. No entanto, não foram encontrados relatos na literatura sobre o 

potencial irritante ocular para o BNa. Esses resultados sugerem que os sistemas 

desenvolvidos podem ser bem tolerados pelos tecidos oculares. 

Figura 13: (a) e (b). CAM intacta depois da aplicação de solução salina 0,9 %p/v 

(controle negativo). (c) CAM intacta após 30 segundos de contato com a solução de 

NaOH 1 mol/L e (D) Hiperemia, hemorragia e coagulação na CAM após 2 minutos de 

contato com a solução de NaOH 1 mol/L (controle positivo). 
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Figura 14: CAM intacta (A) antes da aplicação de NPs brancas (B) Após 5 min de 

contato direto com NPs brancas; (C) antes da aplicação de BNa puro e (D) Após 5 

min de contato direto com BNa puro; (E) antes da aplicação de NPs contendo BNa e 

(F) após 5 min de contato direto com NPs contendo BNa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5 Avaliação da citotoxicidade em células ARPE-19 utilizando como parâmetro 

a viabilidade celular 

Existem diferentes métodos para avaliação da viabilidade celular, tais como, 

coloração com azul de tripan, ensaio de redução de resazurina, ensaio de ATP e o 

ensaio de MTT (RISS et al., 2016).  

O ensaio de MTT destaca-se para triagem de compostos com potencial 

farmacológico, uma vez que se trata de um teste de rápida avaliação, alta 

reprodutibilidade e baixo custo (HWANG et al., 2005; LEMES et al., 2017; MOUHID et 
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al., 2018). Trata-se de uma técnica colorimétrica que avalia in vitro a viabilidade celular 

e a citotoxicidade. Essa análise se baseia em uma reação biológica, em células viáveis, 

com respiração celular ativa, catalisada por desidrogenases mitocondriais que 

reduzem o sal de tetrazólio aos cristais de formazan, um composto não solúvel de cor 

roxa. Depois de solubilizado em solvente orgânico, é realizada a quantificação das 

células viáveis de forma colorimétrica, sendo a absorbância dos cristais medida por 

espectrofotometria na região do visível. A absorbância está diretamente associada 

com o número de células metabolicamente ativas. Dessa forma, valores de 

absorbância elevados mostram uma alta produção de cristais de formazan, o que 

consiste em uma alta atividade enzimática e, assim, um elevado número de células 

viáveis (MOSMANN, 1983). Diante do exposto, no presente estudo, avaliaram-se os 

efeitos das soluções de (1) NP-PCL+CS+BNa; (2) NP-PCL+CS; (3) NP-PCL + BNa; 

(4) NP-PCL e (5) BNa puro, sob a viabilidade das células ARPE 19 por meio do ensaio 

MTT. 

Figura 15: Avaliação da viabilidade das células ARPE–19 quando exposta as 

soluções de (1) NP-PCL+CS+BNa; (2) NP-PCL+CS; (3) NP-PCL + BNa; (4) NP-PCL 

e (5) BNa puro, na concentração 1 em 24 e 48 horas

 

Na Figura 15, é possível observar que, em 24 horas, todos os grupos testados 

causaram redução da viabilidade celular quando comparada ao controle negativo. 

Além disso, em 48 horas, a citotoxicidade causada pelo BNa livre foi significativamente 

maior do que àquela provocada pelas demais formulações. De fato, na literatura, o 
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BNa é descrito como um potente inibidor do crescimento celular (SALIMI et al., 2017; 

PEREGO et al., 2018). LYZOGUBOV e colaboradores (2020) estudaram o efeito do 

BNa em células ARPE-19 e observaram efeitos citotóxicos significativos nessa 

linhagem celular.  

Na Figura 16 demonstra-se que em 24 horas de tratamento apenas a 

formulação 4 provocou a redução da viabilidade celular. No entanto, com mais tempo 

de exposição (48 horas), todas as formulações causaram efeitos significativos na 

redução da viabilidade em células ARPE-19. 

Figura 16: Avaliação da viabilidade das células ARPE–19 quando exposta as 

soluções de (1) NP-PCL+CS+BNa; (2) NP-PCL+CS; (3) NP-PCL + BNa; (4) NP-PCL 

e (5) BNa puro, na concentração 2, em 24 e 48 horas. 

 

As formulações menos concentradas (Figura 17) demonstraram causar menos 

toxicidade às células. No tempo de 24 horas, nenhum dos grupos causou redução da 

viabilidade celular. Já em 48 horas de tratamento, os grupos 3, 4 e 5 foram capazes 

de afetar a viabilidade da ARPE-19.  

Nos grupos 1 e 2, onde há presença de CS, em ambos os tempos de 

tratamento, não houve redução significativa da viabilidade celular, podendo-se atribuir 

um efeito protetivo desse composto sob as células ARPE-19. A este respeito, já foi 

observado que uma melhoria da viabilidade é observada devido à presença desse 

polissacarídeo, que faz o revestimento das NPs e assim, evita a liberação total do 

BNa, que já demonstrou efeito citotóxico quando administrado de forma pura 

(RODRIGUES et al., 2012). Resultados semelhantes foram observados por DA SILVA 
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e colaboradores (2016) onde a viabilidade das células ARPE-19 também não foi 

afetada quando na presença da CS na formulação. TAN e ZHANG (2005) também 

observaram que após o revestimento de nanopartículas de ouro com CS, a taxa de 

viabilidade celular em linhagens de células de fibroblastos embrionários (3T3) 

melhorou significativamente quando comparado a nanopartículas não revestidas.  

Figura 17: Avaliação da viabilidade celular da ARPE –19 quando exposta as soluções 

de (1) NP-PCL+CS+BNa; (2) NP-PCL+CS; (3) NP-PCL + BNa; (4) NP-PCL e (5) BNa 

puro, na concentração 3, em 24 e 48 horas. 

 

Os fatores de tolerabilidade limitam a utilização de muitos materiais na 

liberação ocular de fármacos. Neste estudo, foi possível observar que as formulações 

causam efeito citotóxico dose-dependente, sendo as formulações 1 e 2, menos 

concentradas e em ambos os tempos de tratamento (24 e 48 horas), as mais toleráveis 

pelas células ARPE -19. Estas formulações podem ser investigadas quanto ao seu 

potencial anti-angiogênico sem afetar as células saudáveis da retina.  
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6 CONCLUSÕES 

 O método para quantificação de BNa a partir das nanopartículas demonstra-se: 

seletivo, linear, preciso, exato e sem efeito de matriz. 

 Por meio do planejamento fatorial 23 com réplicas no ponto central foi possível 

desenvolver as formulações de nanopartículas compostas pelo polímero PCL, CS 

e BNa. Do qual após caracterização foi possível definir a formulação 7 como a 

escolhida para prosseguir com os demais ensaios do estudo. 

 O estudo de tolerância ocular (teste HET-CAM) demonstrou que as nanopartículas 

de carregadas ou não de BNa não evidenciaram potencial de irritabilidade ocular.  

 A citotoxicidade frente à linhagem de células ARPE-19 demonstrou que as 

formulações revestidas por CS foram melhor toleradas. 

 Espera-se que, com os dados dos próximos estudos a serem realizados unidos aos 

resultados obtidos até o momento, o sistema desenvolvido possa ser uma 

alternativa promissora para o tratamento de doenças causadoras de 

neovascularização da retina, tais como DMRI e RD. 
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