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Resumo

O acido 5-aminosalicilico (5ASA), ¢ um anti-inflamatério nao esteroidal, considerado o
tratamento de primeira escolha para os estagios leves a moderados de doencgas inflamatorias
intestinais. Geralmente, sao necessarias doses muito altas de SASA devido a absorc¢ao sistémica
rapida e quase completa na por¢ao intestinal superior, dificultando o alcance dos niveis locais
do farmaco na mucosa colonica inflamada. Nesse trabalho, sistemas para a via oral, baseados
em nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMs) carregadas com SASA e incorporadas em
microparticulas de amido retrogradado/pectina (MPs AR/P) foram desenvolvidos como um
sistema para a liberagdo célon-especifica de SASA, visando uma alternativa para o tratamento
local de doengas intestinais inflamatdorias. As NSMs contendo SASA (NSMs@5ASA)
apresentaram didmetro médio de 109+4,80 nm, indice de polidispersao de 0,2177+0,003,
potencial zeta (PZ) de -25+0,781 mV e forma esférica. A eficiéncia de encapsulagdo do SASA
nas NSMs variou entre 85,52 e 93,19%. Ensaios de mucoadesdo demonstraram que as
NSMs@5ASA apresentaram capacidade mucoadesiva, evidenciado pela mudanga nos valores
de PZ em contato com a mucina. Os ensaios de viabilidade celular indicaram que as NSMs com
e sem farmaco ndo foram toxicas para células da linhagem Caco-2. As NSMs e NSMs@5ASA
foram caracterizadas com sucesso por analise fisico-quimica, as analises térmicas sugeriram
melhora na estabilidade do farmaco incorporado no sistema. As MPs AR/P carregadas com
NSMs@5ASA foram obtidas pelo método de reticulagio idnica utilizando o Ca**. Os sistemas
nano-em-micro apresentaram didmetro na faixa de 1386 a 1565 um e elevada circularidade. O
formato esférico das microparticulas e a eficiéncia na incorporagdo das NSMs@5ASA
confirmados. Os estudos de liberagdo in vitro do 5SASA revelaram que o sistema de
encapsulamento nano-em-micro proporcionou um controle mais preciso das taxas de liberagao
do 5ASA, com uma redugdo significativa da liberagdo em meio estomacal. Esse resultado ¢
especialmente promissor, pois sugere uma protecao eficaz do farmaco contra a degradag¢ao no
estdmago. Com base nesses dados, as microparticulas compostas de amido retrogradado e
pectina mostram-se promissoras para direcionar as NSMs@S5ASA ao coélon, quando
administradas por via oral. Os resultados deste trabalho oferecem uma contribuicao valiosa para

0 avancgo no tratamento de doengas inflamatorias intestinais.

Palavras-chave: microparticula; nanoparticulas de silica mesoporosas; liberacdo célon-

especifica; SASA; doengas inflamatorias intestinais.



Abstract

5-Aminosalicylic acid (SASA) is a nonsteroidal anti-inflammatory drug considered the first-
line treatment for mild to moderate stages of inflammatory bowel disease. Very high doses of
SASA are usually required due to rapid and nearly complete systemic absorption in the upper
intestinal portion, making it difficult to achieve local drug levels in the inflamed colonic
mucosa. In this work, oral delivery systems based on mesoporous silica nanoparticles (MSNs)
loaded with SASA and incorporated into retrograded starch/pectin microparticles (AR/P MPs)
were developed as a system for colon-specific delivery of SASA, aiming at an alternative for
the local treatment of inflammatory bowel diseases. The NSMs containing S5ASA
(NSMs@5ASA) presented an average diameter of 109+4.80 nm, polydispersity index of
0.21774£0.003, zeta potential (PZ) of -25+0.781 mV, and spherical shape. The encapsulation
efficiency of SASA in NSMs ranged from 85.52 to 93.19%. Mucoadhesion assays demonstrated
that NSMs@5ASA presented mucoadhesive capacity, evidenced by the change in PZ values in
contact with mucin. Cell viability assays indicated that NSMs with and without the drug were
not toxic to the Caco-2 cell line. NSMs and NSMs@5ASA were successfully characterized by
physicochemical analysis, and thermal analysis suggested improved stability of the drug
incorporated into the system. The AR/P MPs loaded with NSMs@5ASA were obtained by the
ionic cross-linking method using Ca2+. The nano-in-micro systems presented diameters
ranging from 1386 to 1565 pm and high circularity. The spherical shape of the microparticles
and the efficiency in the incorporation of NSMs@5ASA were confirmed. The in vitro release
studies of SASA revealed that the nano-in-micro encapsulation system provided more precise
control of the SASA release rates, with a significant reduction in the release in the stomach.
This result is especially promising, as it suggests an effective protection of the drug against
degradation in the stomach. Based on these data, the microparticles composed of retrograded
starch and pectin shows promise for targeting NSMs@S5ASA to the colon when administered
orally. The results of this work offer a valuable contribution to the advancement of the treatment

of inflammatory bowel diseases.

Keywords: microparticle; mesoporous silica nanoparticles; colon-specific release; SASA;

inflammatory bowel diseases;



Lista de Abreviagoes

5ASA - Acido 5-aminosalicilico, mesalazina

AIBA - Dihidrocloreto de 2,2°- Azobis

AR - Amido retrogradado

CTAB - Brometo de cetiltrimetilamonio

DC - Doenga de Crohn

DID’s - Doengas intestinas inflamatorios

DLS - Espalhamento de luz dindmico

DSC - Calorimetria exploratdria diferencial

FTIR - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

MPs - Microparticulas

MPs AR/P - Microparticulas de Amido Retrogradado/Pectina

MPs AR/P_NSMs@5ASA0,5% - Microparticulas de Amido Retrogradado/Pectina
encapsulando nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com SASA a 0,5% (m/v)
MPs AR/P_NSMs@5ASA1% - Microparticulas de Amido Retrogradado/Pectina
encapsulando nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com SASA a 1% (m/v)
NSMs - Nanoparticulas de silica mesoporosas

NSMs@S5ASA - Nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com SASA

NTA - Anélise de Rastreamento de Nanoparticulas

P - Pectina

RU - Retocolite ulcerativa

TEOS - Tetraetilortosilicato

TGA - Anadlise termogravimétrica

TGI - trato gastrintestinal



Lista de Figuras
Figura 1 - Estrutura quimica do SASA. ..o 25
Figura 2 - Representacao sistematica do mecanismo de agao do SASA. .....ccccvvciiviiieiiiennnn, 26

Figura 3 - Espectros de infravermelho de NSMs e NSMs-CTAB diluidos em pellet KBr...... 50

Figura 4 - Espectros infravermelhos de SASA livre diluido em pellet KBr..........ccocovviiinne 51
Figura 5 - Espectros infravermelhos de NSMs e NSMs@S5ASA diluidos em pellet KBr ....... 52
Figura 6 — Curva de TGA da mesalazina pura (SASA)......cccvvviiiiiiiiiiie e 53
Figura 7 - Curva de TGA das nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMS) ........ccccvevrveennne 54

Figura 8 - Curva de TGA das nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com 5ASA

(NSMS@S5ASA) .ottt ettt ettt e s re e teese e e re e beaseeareesbeeneeeseenteeneenneeneen 54
Figura 9 — Curvas de DSC de SASA, NSMs € NSMS@S5ASA ..o 55
Figura 10 - Imagens de Microscopia eletronica de transmissao de alta resolugdo das NSM (A)
N (Y N YN (153 TSRS 57
Figura 11 - Influéncia da adi¢ao de dispersdes de mucina, em diferentes concentragdes (150,
250 e 500 pg.mL-1) no potencial zeta das NSMs@5SASA (média+ DP,n=3).......ccccvernee 59
Figura 12 - Viabilidade celular (%) na linhagem Caco-2 expostos ao SASA livre, NSMs e
NSME@SASA ...ttt ettt s bttt h e st e et e Rt e et e e teaR e e te e beantenreenteeneeareeae s 61

Figura 13 - Microscopia optica dos granulos de amido na fase previa ao processamento (A),
apos a gelatinizagdo (B) e apds a retrogradacao (C). ..ueeovvviiiiieiiiie i 63
Figura 14 - Imagens obtidas por estereoscopio das MPs AR/P (A), MPs
AR/P_NSMs@5ASA0,5% (B) e MPs AR/P_ NSMs@S5ASAT1% (C). cvvevveiiieiiiiiciiceeee 66
Figura 15 - Fotomicrografias representativa obtidas por MEV-FEG da superficie das

microparticulas sem nanoparticulas (A), microparticulas carregadas com NSM@5ASAO0,5%

(B) € NSM@SASATY0 (C). ueeiiieiee ettt ettt ettt 69
Figura 16 - Grau de intumescimento (%) das microparticulas de AR/P com em sem
NSMs@5asa em HCI (pH 1.2) e tampdo fosfato (pH 6.8)......covvvveiiiiiiieee 73
Figura 17 - Forca maxima de mucoadesao (FMax) das microparticulas de AR/P................... 75

Figura 18 - Perfil de liberagdo in vitro do SASA livre e associada a8 NSMs e incorporadas em
MPs de AR/P em meios com diferentes valores de pHs, mimetizando as fases gastrica (0—60
min; pH 1,2), duodenal (60-120 min; pH 4,5) e colonica (120—420 min; pH 6,8). Cada valor
representa 0 desvio padrao MEAI0, N = 3. .....ooiiiiiiiiiieee e 77
Figura 19 - Espectro de absor¢do do SASA em meio 4cidO. .......cocvvviiiiiiiiiicis i 94
Figura 20 - Curva analitica do SASA obtido por espectrofotometria UV-Vis..........cocevvnnnnne. 95



Figura 21 - Especificidade do método determinada pela comparagdo dos espectros de SASA

(linha vermelha), placebo (linha roxa) e produtos de degradacao (linha azul). ............cccueeee. 97



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Porcentagem de EE de SASA nas NSMS. ..o 50
Tabela 2 - Diametro, indice de polidispersao, potencial zeta ¢ moda das NSMs e NSMs@5ASA
.................................................................................................................................................. 56
Tabela 3 - Didmetro, circularidade média e indice Span das MPs (n=100)..........c..cccoccrvrrnn.e. 64
Tabela 4 - Eficiéncia de encapsulacdo das NSMs@5ASA nas microparticulas. ..................... 67
Tabela 5 - Degradacdo enzimatica das microparticulas de AR/P, AR/P_ NSMs@5ASA0,5% e
AR/P_INSMS@SASATY0. ettt ettt nb e sb et be et 71

Tabela 6 - Coeficiente de correlagdo e parametros dos modelos matematicos (Baker-Lonsdale,

Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Primeira Ordem, Higuchi e Weibull) de

liberagao do fAMACO SASA. ..o 79
Tabela 7 - Dados da Curva analitica do SASA obtido por espectrofotometria UV-Vis. ......... 95
Tabela 8 - Resultados obtidos para o teste de repetibilidade ou precisdo intracorrida............. 96
Tabela 9 - Exatidao entre as concentragdes teoricas e experimentais de SASA .........cccceeeee. 96

Tabela 10 — Limite de detec¢cdo (LD) e quantificagdo (LQ) de SASA .....coooiiiiiiiiiiiciiee 97



Sumario

1. INTRODUQGAO ......coii ittt e et ee st se et ne sttt es s sae st as s e st es s snseaeae s 15
2. FUNDAMENTACAO TEORICA .....cooosisieeeisieeseeseeeesteses s ss s neenens 20
2.1.  Doengas Inflamatorias Intestinais (DII'S).......cccovvviiiiiiiiiiiniiieiie e 21
2.1.1. Aspectos epidemiologicos, sintomatologia € diagnostiCo .........cccvvvvveervrrieieriennne 21
2.1.2. Tratamento farmacolOZICO........cciviiriiiiiieii i 23
2.2. MESALAZINA ...cciii it 24
2.2.1. Consideragdes fisioldgicas para o tratamento das DII’S.........ccccoeveviiiiiiiiinicnns 27
2.3.  Nanosistemas para liberacdo de fArmacos ..........c.cceeveriiiiiiiiiiiiiie e 29
2.3.1. Nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMS) ......ccovveririiieniiniie e 29
2.4.  Sistemas para liberag@o colon-especifica de fArmacos..........ccccvvvvvrveiiiciicnennenn 30
24.1. Microparticulas POIMETICAS ......ccvveviiiiiieiiiee e 30
24.2. ATMNIAO TESISEEITE ..ottt ettt e e e nne e 31
2.4.3. PECLINA ..ottt 32
3. OBIJETIVOS ..t bbbttt ab e 34
3.1, ObJEtiVO ZETAL ..oiuiiiiiiiiiiiiii e 35
3.2, ODbJetiVOS ESPECTIICOS .veuviuriiietiiiiesiiesie ettt 35
4. MATERIAL E METODOS.......couiimiiirinteinesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssens 36
4.1.  PrincCipaiS €qUIPAMENTOS ......ecviiiiiiiiiiiiiieiiiee et 37
4.2.  Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para quantificagdo de SASA
por espectrofotometria na regido do UV-ViS......coviiiiiiiiiiiiiiec e 37
4.2.1. Espectrofotometria de absorc¢do na regido do ultravioleta-visivel..........c.cccoveunine 37
4.2.2. Validagao do método analitiCo .........ccocuieiiiiiiiiiii i 38
4.2.2.1. Determinagdo do espectro de absor¢do do 5ASA na regido do UV-Vis............... 38
4.2.2.2. LiNeAridade...............ccccouoiiiiiiiiiiiii e 38
G.2.2.3. PFECISAO ..ottt ettt ettt 38
4224, EXQUAGO ...c..oooiiiiiiiiiii e s 38
4.2.2.5. Limite de detecgdo e qUANtIfICAGAO .............ccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiie i 39
4.2.2.6.  ESPeCIfiCidade. ..........c...coooiiiiiiiiiiii i 39
4.3.  Sintese de Nanoparticulas de Silica Mesoporosas (NSMS)........ccccvvvvervniiieninninenns 39
4.3.1. Remocao do brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB).......cccoooviiiiieiiciiicne 40
4.4.  Preparo da NSMs carregadas com SASA (NSMS@SASA) ..cccveviiiiiiciiicieiee 40
4.5.  Caracterizacao fisico-quimica das NSMs € NSMs@SASA ..o 40
4.5.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)............... 40
4.5.2. Analise termOZraVIMELIICA ......ccuvveireirrierieeirees e et e e e 41
4.5.3. Calorimetria exploratoria diferencial ...........ccccoviviiiiiiiic e 41

4.5.4. Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas ...........ccccvvviiiiiiniiiiiicniene 41



4.5.5. Diametro de particula, indice de polidispersao e potencial zeta................ccooueenee. 41

4.5.6. Andlise de rastreamento de nanoparticulas ...........ccocevvveriiiiiiciieine e, 42
4.5.7. Microscopia eletronica de transmissao de alta resolugao........ccovvvvevviieiiiieeiinnnns 42
4.6.  Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPS) .........ccccvvveiiiiiiicninnenn 43
4.6.1. Retrograda¢dao do amido em associagao COM PECtiNg ........c.eevveerueerieereerieeesineanns 43
4.6.2. Obtencao das MPs pela técnica de reticulagao 10N1Ca ....vvvvvevvveeiieeiiiieiiiee e 43
4.6.3. Preparag@o de microparticulas AR/P carregadas com NSMs@S5ASA ................ 44
4.6.4. Eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das microparticulas poliméricas .................. 44
4.7.  Caracterizacao das microparticulas poliméricas (MPS) ........ccccvviviiiiiniiiie e 44
4.7.1. Avaliagdo do didmetro, valor de span e circularidade............ccooovrvviiivenininnnen. 44
4.7.2. Estudo da superficie das MPS........ccociiiiiiiiiiic e 45
4.7.3. Avaliacdo da degradacdo enzimatica das MPs em meios géstrico e entérico
SIMUIAAOS. ...t ettt ettt b et e b e sab e e be e s ste e sbe e e st e e s beeenbeenneeenes 45
4.7.4. Avaliagao da capacidade de absor¢ao de liquidos........cccevvvviiiiieniiienniiie i, 45
4.7.5. Avaliacdo da mucoadesividade in vitro em teXturOmetro ..........cccceeeevivveeeesivnnnnn. 46
4.7.6. Determinagdo do perfil de liberagao in vitro do SASA ......ccoooviviiiiiiiiic 46
4.7.7. Modelagem matematica da liberagdo in vitro da SASA........cccccovvviiiiiiiiien 47
4.8, ANALISE EStAISTICA .eriuvieiieiiiieiie et 47
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .....cootiiimiiiiniiniieineissisessiesie s 48
5.1.  Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para quantificacdo de SASA
por espectrofotometria na regido do UV-ViS.......cocooiiiiiiiiiiiieieeeeesee e 49
5.2.  Caracterizacdo de NSMs sem farmaco e NSMs carregadas com SASA................... 49
5.2.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e eficiéncia
de encapsulacao (EE%0) ...vvoiiiiiiiiiciee e 49
5.2.2. Andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

............................................................................................................................... 52
5.2.3. Diametro de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta...........c...ccocreeene. 55
5.2.4. Microscopia eletronica de transmissao de alta resolugao.........ccvcvviviiiiiiiiinns 56
5.3.  Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPS) ..........ccccoveviiiviiiiiiinnnnn. 62
5.3.1. Retrogradagdao do amido em associagdo Com PeCtiNg .........cocvveerveeriveeniieenrinnens 62
53.2. Obtencdo e caracterizagdo estrutural e morfoldgica das microparticulas de AR/P
carregadas com NSMS@SASA ... ..o 64
5.3.3. Avaliagdo da eficiéncia de encapsulagdo das NSMs@5ASA nas microparticulas de
ARIP et sttt 67
5.3.4. Estudo da superficie das microparticulas de AR/P carregadas com nanoparticulas

............................................................................................................................... 67
5.3.5. Avaliagdo do comportamento de degradacdo enzimatica das microparticulas de
AR/P contendo NSMs@S5ASA frente ao valor de pH e conteudo enzimatico ..................... 70

5.3.6. Avaliagao da capacidade de absor¢ao de liquidos..........ccovvvviiiiiiiiiiciiiiciee, 71



5.3.7. Avaliagao da mucoadesividade in vitro em teXturometro ........cccoceveevveeeiveesnnnnn. 73

5.3.8. Determinagdo do perfil de liberag@o in vitro do SASA ......ccoooiiiiiiiiii 76
5.3.9. Analise dos mecanismos de liberagdo do farmaco ..........cccccceeeviiieeeiiiiiee e, 78
e 00\ [©) 51 617N @ T 80
REFERENCTAS. .....ooitiiiiiiie sttt 83

APENDICE A - Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para quantificagdo
de SASA por espectrofotometria na regido do UV-ViS......cccccoiiiiiiiiiiiiin i 94



15

1. INTRODUCAO



16

As doengas inflamatorias intestinais (DII’s) correspondem a um grupo de doencgas
recidivantes, de carater cronico, idiopatico e que podem afetar o trato gastrintestinal (TGI) em
qualquer regido da sua extensdo. Inclui-se neste grupo duas formas clinicas definidas: a
retocolite ulcerativa (RU) e a Doenca de Crohn (DC) (COLLNOT; ALI; LEHR, 2012;
FRANZOSA et al., 2019; MOURA et al.,, 2016; YOUNIS; ZARIF; MAHFOUZ, 2020).
Estudos evidenciam que um percentual significativo de 30 até 40 % de pacientes acometidos
com DII’s tem envolvimento colonico (COLLNOT; ALI; LEHR, 2012).

A RU ¢ uma DII que acomete de forma continua o reto e extensdes proximais do colon,
cujas alteragdes inflamatdrias superficiais atingem, restritivamente, a mucosa ¢ submucosas
coldnicas, resultando em cripitites e abcessos intestinais. Diferentemente da RU, a DC afeta,
principalmente, o ileo e ceco; entretanto, pode acometer qualquer regido do TGI, da boca ao
anus, manifestando estenose, abcessos e fistulas. Perda de peso, dor na regido abdominal,
diarreia cronica e fezes sanguinolentas sintomas sdo comuns na RU e DC (COLLNOT; ALI;
LEHR, 2012).

As farmacoterapias convencionais para DII’s incluem a utilizagdo de acido 5-
aminosalicilico (SASA, mesalazina), corticosteroides, sulfassalazina, tiopurinas ¢ metotrexato
(MOURA et al., 2016; POPOVA et al., 2018).

O 5ASA ¢ um anti-inflamatorio ndo esteroidal considerado o tratamento de primeira
escolha para os estdgios leves a moderados da doenga e ¢ considerado um farmaco seguro e
eficaz (MOURA et al., 2016; NAKAGAWA et al., 2019; SHAHDADI SARDO et al., 2019).
Apesar de sua eficacia, geralmente sdo necessdrias doses muito altas de SASA para esse
tratamento (JIANG et al., 2020; MOURA et al., 2016; SHAHDADI SARDO et al., 2019).

O 5ASA, em sua forma farmacéutica convencional (comprimido), ¢ administrado por
via oral, sofre absorcdo sistémica rapida e quase completa na por¢do intestinal superior
(SHAHDADI SARDO et al., 2019). Ha ainda outras formas farmacéuticas disponiveis no
mercado, como enemas e supositorios, as quais sao menos aceitaveis, o que pode ocasionar a
nao adesao do paciente ao tratamento (JIANG et al., 2020; NAKAGAWA et al., 2019; PALMA
etal., 2019; SEHGAL et al., 2018).

Logo, o desafio no tratamento com SASA, administrado por via oral, estd em alcangar
os niveis locais do firmaco na mucosa coldnica inflamada, evitando a manifestacao de alguns
efeitos colaterais e baixa eficacia no tratamento das DII’s (JIANG et al., 2020; NAKAGAWA
etal., 2019; PALMA et al., 2019; SEHGAL et al., 2018).

A utilizacdo de particulas em nanoescala parece ser uma estratégia tecnoldgica aceitavel

visando alcancar o acumulo desses sistemas nas regides inflamadas, o que juntamente com o
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tamanho reduzido e elevada area superficial, deve promover a intera¢do com tecidos bioldgicos.
Dentro deste cendrio, as nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMs) se destacam como
nanoreservatorios inorganicos, robustos, atoxicos, estaveis estruturalmente e quimicamente.
Estes nanoreservatorios com diametro médio entre 2-50 nm, sdo chamados de mesoporos, de
acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) (SABIO et al.,
2019). Neste sentido, variando parametros de sintese € possivel obter NSMs com propriedades
ajustaveis como formato e tamanho de particulas, area superficial, didmetro e volume de poros,
possibilitando a incorporagdo de grandes quantidades de farmacos sem alterar suas
propriedades farmacoldgicas, o que pode ser interessante, no caso do SASA (KAASALAINEN
etal.,2017; MOLLER; BEIN, 2017; VALLET-REGI et al., 2018; WATERMANN; BRIEGER,
2017; ZHOU et al., 2018).

Contudo, as NSMs sozinhas sdo desprovidas de mecanismos de controle niveis de
liberagdo nas regides superiores do TGI, o que permitiria a liberagao prematura do SASA antes
que o sistema alcance o alvo terapéutico, seguido pela sua metabolizacdo no metabdlico inativo
acido N-acetil-5-aminosalicilico. Sendo assim, a utilizacdo de microparticulas constituidas por
biopolimeros responsivos parece uma estratégia promissora para vetorizagdo das NSMs para o
c6lon (MENEGUIN, 2016).

Microparticulas poliméricas podem ser definidas como particulas em escala
micrométrica formadas por um ou mais polimeros que, conforme a distribuicdo do farmaco no
interior das particulas, podem ser categorizadas como microcapsulas e microesferas
(COUVREUR; PUISIEUX, 1993). Microcapsulas sdo microreservatdrios em que os polimeros
se encontram como revestimento do firmaco e composi¢cao da membrana da capsula, enquanto
as microesferas consistem em sistemas matriciais nos quais os farmacos estao uniformemente
distribuidos (MENEGUIN, 2016; SILVA et al., 2003).

Um importante exemplo de biopolimero amplamente utilizado na area farmacéutica
como excipiente ¢ o amido, um polimero semicristalino cujos granulos contém em sua
composi¢do cadeias de amilose (fragdo linear e amorfa) e amilopectina (fracdo ramificada e
cristalina). Apesar de ser um produto atrativo em termos de biocompatibilidade e baixo custo,
apresenta elevada hidrofilia o que inviabiliza sua utiliza¢@o "in natura" na producao de sistemas
modernos de liberagdo de farmacos (JEONG; SHIN, 2018; MENEGUIN et al., 2018;
MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014), requerendo sua
modificacdo através de processos fisicos, quimicos ou enzimaticos.

A retrogradagdo ¢ um processo hidrotérmico de modificacdo do amido que envolve dois

estagios: a gelatinizacdo e a retrogradagdo propriamente dita. Na gelatinizagdo, o amido ¢
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aquecido em excesso de agua, promovendo o intumescimento dos granulos e o rompimento de
sua estrutura. Na retrogradacdo, ocorre a lenta recristalizagdo dos componentes do amido
durante as etapas de resfriamento e armazenamento. Esse processo envolve a formacao de
ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Waals inter e intramoleculares, buscando uma forma
metaestavel de menor energia livre (APARICIO-SAGUILAN et al., 2007; DONA et al., 2010;
ZHANG; JIN, 2011).

Dentre os diferentes tipos de amido, a alta amilose (alto teor de amilose (70%)) ¢
considerada a fonte ideal para obtengao de AR, também definido como amido resistente tipo 3
(AR3), ja que se estabelece uma conformagao amorfa em que moléculas de AR ficam imersos
e protegidos da degradagio (MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY;
EVANGELISTA, 2014). O AR3 tem despertado interesse no ambito farmacéutico, pois possui
baixa solubilidade aquosa, elevada estabilidade térmica, além da capacidade de superar a
atividade enzimatica nas por¢des superiores do TGI, sendo biodegradado pela microbiota
coldnica, representando um mecanismo fundamental para a liberagdo colon-especifica de
farmacos (JEONG; SHIN, 2018; MENEGUIN et al., 2018; MENEGUIN; STRINGHETTI
FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014; QIN et al., 2020; QUADRADO; FAJARDO,
2020).

A presenga de diferentes polissacarideos durante o processo de retrogradagdao ¢
responsavel por alterar o rendimento de AR. A utilizagdo de pectina demonstra otimizar o
processo obtendo alto teor (até 96,68%) de AR (Bagliotti Meneguin; Stringhetti Ferreira Cury;
Evangelista, 2014a). Além disso, a associacdo desses polimeros permite o processo de
reticulacdo pela presenga dos grupamentos carboxilicos através de ligagdes cruzadas na
presenca de ions multivalentes (reticulantes), microencapsulando as NSMs e otimizando a
liberagdo colonica devido ao comportamento pH-responsivo adicional da pectina
(CARBINATTO et al., 2012; SOARES et al., 2013).

Os sistemas de liberagao colon-especifica tém demonstrado evidéncias promissoras para
o tratamento local das DII’s e, juntamente com o desenvolvimento direcionado para tecnologias
baseadas em micro e nanossistemas e suas possibilidades de modificacdes, este trabalho propde
o desenvolvimento de sistemas hibridos organico-inorganicos baseados na microencapsulagao
com AR/P de NSMs incorporadas com 5ASA, visando aprimorar a acdo farmacologica do
SASA, através de sua protecao, liberacao especifica e consequente aumento de disponibilidade
no tratamento de doengas inflamatérias intestinais (COLLNOT; ALI; LEHR, 2012; GUNTER
et al.,, 2018; MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014;
PALMA et al., 2019; POPOVA et al., 2018; SHAHDADI SARDO et al., 2019).



80

6. CONCLUSAO



81

O método analitico desenvolvido para quantificacdo de mesalazina por
espectrofotometria no UV foi adequado, apresentando todos os parametros dentro do
preconizado.

O desenvolvimento das nanoparticulas de silica mesoporosas pela metodologia de
microemulsdo direta (4gua/dleo) permitiu a formacdo de particulas esféricas, nanométricas,
com distribuicdo tamanho homogénea tamanho e porosas, além do potencial zeta positivo,
destacando caracteristicas favoraveis para a estabilidade do sistema. A eficiéncia de
encapsulacdo do SASA nestas nanoparticulas foi maior que 90%.

Adicionalmente, por DSC e TGA foi possivel sugerir a incorpora¢do do farmaco nos
mesoporos, os quais protegem o farmaco da degradacdo. Esses achados tornam as NSMs um
nanocarreador promissor para incorporacdo de SASA, a fim de contornar as limitagdes do uso
desse farmaco em terapia.

Todas as amostras (NSMs e NSMs@5ASA) testadas mantiveram 100% de viabilidade
celular, indicando alta biocompatibilidade, encorajando investigagdes futuras para explorar a
eficacia terapéutica das nanoparticulas em modelos animais e, eventualmente, em ensaios
clinicos.

Além disso, a obtencdo das microparticulas carregadas com NSM@S5ASA usando o
método de reticulagdo idnica com Ca®" permitiu a formacdo de microparticulas com excelentes
caracteristicas estruturais e morfoldgicas.

A eficiéncia da encapsulagdo das NSMs@5ASA em microparticulas de amido
resistente/pectina foi maior que 60%. As microparticulas apresentaram baixa porcentagem de
degradacdo enzimatica em meio gastrico simulado (contendo pepsina, pH 1,2), indicando
resisténcia do sistema nano-em-micro a hidrolise enzimatica O encapsulamento das
NSMs@S5ASA nas microparticulas poderia ndo apenas evitar que as nanoparticulas resistissem
ao ambiente gastrico, mas também evitar potenciais efeitos colaterais sistémicos pela via oral.

Quanto a mucoadesdo, os resultados mostram que a matriz de amido/pectina ¢
altamente mucoadesiva em pH 6,8, mas essa propriedade ¢ reduzida ou aumentada pela adicao
de NSMs@5ASA. A incorporagdo de mesalazina nas nanoparticulas melhora a mucoadesao,
mas ha um limite na eficacia com o aumento da concentracdo do farmaco.

Os resultados demonstraram que as microparticulas de amido/pectina possuem uma
capacidade de intumescimento significativamente maior em pH 6.8 do que em pH 1.2. A adigdo
de nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com mesalazina melhora a capacidade de
intumescimento em ambos os pHs, Estes achados sdo relevantes para o desenvolvimento de

sistemas de liberagdo controlada de farmacos direcionados ao colon, em que um alto grau de
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intumescimento em pH 6.8 sugere uma boa retengdo e liberagdo prolongada do farmaco na
mucosa coldnica.

Quanto aos mecanismos de liberagdo de 5ASA, para a microparticula com
NSMs@5ASA0,5%, a liberagdo pode ser dominada por um mecanismo simples de erosdo
superficial, que ¢ adequadamente descrito pelo modelo de Hixson-Crowell. Em contraste, a
microparticula com NSMs@5ASA1% pode apresentar um mecanismo de liberagdo mais
complexo que envolve multiplos processos simultaneos, adequadamente capturados pelo
modelo de Weibull.

Baseado no conjunto de dados, as microparticulas de amido retrogradado/pectina sdo
promissoras para o direcionamento de nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com
mesalazina ao colon pela via oral e os resultados deste estudo devem contribuir para os avangos

nos estudos sobre alternativas de tratamento de doencas intestinais inflamatorias.
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