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RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (DIl), sdo condi¢des crénicas caracterizadas por
inflamacéo persistente do trato gastrointestinal. A mesalazina (MLZ) é amplamente
utiizada no controle da inflamacdo, porém apresenta limitagdes, como efeitos
adversos e baixa eficiéncia decorrente da liberacdo néo direcionada. O propionato
(PROP), um acido graxo de cadeia curta, atua na manutencao da barreira intestinal e
possui efeito anti-inflamatério, mas enfrenta problemas de distribuicdo e
direcionamento no trato gastrointestinal. Sistemas nanoestruturados tém sido
explorados para otimizar a liberacdo do farmaco ao sitio de acdo. O tratamento das
DIl é desafiador e a selecdo adequada dos componentes poliméricos das NPs pode
gerar efeitos sinérgicos. Por outro lado, a co-encapsulacdo com um acido graxo de
cadeia curta, como o PROP pode potencializar o efeito da MLZ. Neste trabalho, o
objetivo foi desenvolver nanoparticulas poliméricas (NPs) a base de polissacarideos
modificados para administracdo oral de MLZ e PROP, visando liberacdo colbnica
direcionada e aumento do potencial de acdo local. Inicialmente, foram obtidos
sistemas contendo acido hialurénico (AH), quitosana (QS), com e sem a presenca de
amido retrogradado (AR) e formados por complexacao polieletrolitica. As NPs com AR
apresentaram diametro hidrodinamico entre 253 e 212 nm, indice de polidispersao
(Pdl) de 0,17 a 0,27 e potencial zeta (PZ) entre 14,8 e 18,3 mV, enquanto as
nanoparticulas (NPs) sem adi¢do de AR apresentaram um tamanho médio de 303 a
233 nm, Pdl entre 0,27 € 0,22 e PZ de 26 a 29 mV. As interacdes fisico-quimicas entre
0S componentes e a presenca dos principios ativos foram confirmadas por analises
térmicas (DSC e TGA) e as interacdes quimicas avaliadas por FTIR. A eficiéncia de
associacao (EA%) se manteve em torno de 10% para MLZ e 59% para PROP nas
NPs sem AR, e com a obtencdo de NPs em formato esférico. Na liberacéo o sistema
mostrou uma melhora em relacdo aos compostos livres em pH colbnico e gastrico.
Nos ensaios biolégicos in vitro, as NPs na auséncia de AR apresentaram forte
interacdo com a mucina (MUC) em condi¢des colonicas inflamatorias ou saudaveis,
mas baixa interagdo com MUC em condi¢cOes gastricas na analise por PZ. As NPs
demonstraram ainda, biocompatibilidade em linhagens celulares de Caco-2 e HT29-
MTX e em macréfagos Raw 264.7 com e sem a presenca de inflamacéo estimulada
por lipopolissacarideos, com viabilidade celular superior a 80%, além de
permeabilidade moderada em modelo intestinal 3D, indicando potencial para retencao



local no tecido inflamado. Ademais, as NPs com e sem MLZ e PROP, apresentaram
potencial para diminuicdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
comparacao aos compostos livres. Em conjunto, os resultados demonstram que o0s
sistemas desenvolvidos apresentam propriedades promissoras para o tratamento das
DIl, destacando-se pela estabilidade, capacidade de associagéo e biocompatibilidade

in vitro configurando uma abordagem relevante para avaliar potencial da MLZ e PROP.

Palavras-chave: mesalazina; quitosana; &cido hialurdnico; atividade anti-inflamatoria;

nanoparticulas poliméricas; liberacéo colbnica.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic conditions characterized by persistent
inflammation of the gastrointestinal tract. Mesalazine (MLZ) is widely used to control
inflammation, but it has limitations, such as adverse effects and low efficiency due to
untargeted release. Propionate (PROP), a short-chain fatty acid, acts in maintaining
the intestinal barrier and has an anti-inflammatory effect, but faces problems with
distribution and targeting in the gastrointestinal tract. Nanostructured systems have
been explored to optimize drug release to the site of action. The treatment of IBD is
challenging, and the appropriate selection of polymeric components of nanoparticles
(NPs) can generate synergistic effects. On the other hand, co-encapsulation with a
short-chain fatty acid, such as PROP, can potentiate the effect of MLZ. In this work,
the objective was to develop polymeric nanoparticles (NPs) based on modified
polysaccharides for oral administration of MLZ and PROP, aiming at targeted colonic
release and increased local action potential. Initially, systems containing hyaluronic
acid (HA), chitosan (CH), with and without retrograded starch (RS), formed by
polyelectrolytic complexation, were obtained. NPs with RS presented a hydrodynamic
diameter between 253 and 212 nm, a polydispersity index (Pdl) of 0.17 to 0.27, and a
zeta potential (ZP) between 14.8 and 18.3 mV, while nanopatrticles (NPs) without the
addition of RS presented an average size of 303 to 233 nm, a Pdl between 0.27 and
0.22, and a ZP of 26 to 29 mV. The physicochemical interactions between the
components and the presence of the active principles were confirmed by thermal
analyses (DSC and TGA), and the chemical interactions were evaluated by FTIR. The
association efficiency (EA%) remained around 10% for MLZ and 59% for PROP in NPs
without AR, and with the obtaining of NPs in spherical form. Upon release, the system
showed an improvement compared to free compounds at colonic and gastric pH. In in
vitro biological assays, NPs in the absence of AR showed strong interaction with mucin
(MUC) under inflammatory or healthy colonic conditions, but low interaction with MUC
under gastric conditions in PZ analysis. The NPs also demonstrated biocompatibility
in Caco-2 and HT29-MTX cell lines and in Raw 264.7 macrophages with and without
the presence of lipopolysaccharide-stimulated inflammation, with cell viability greater
than 80%, in addition to moderate permeability in a 3D intestinal model, indicating
potential for local retention in inflamed tissue. Furthermore, NPs with and without MLZ

and PROP showed potential for reducing reactive oxygen species (ROS) levels



compared to the free compounds. Taken together, the results demonstrate that the
developed systems exhibit promising properties for the treatment of IBD, standing out
for their stability, associativity capacity, and in vitro biocompatibility, configuring a
relevant approach to evaluate the potential of MLZ and PROP.

Keywords: mesalazine; chitosan; hyaluronic acid; anti-inflammatory activity;
polymeric nanopatrticles; colonic release.
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1 INTRODUCAO

Doencas inflamatodrias intestinais (DIl) sdo um conjunto de condicbes
autoimunes que causam inflamacdes crbnicas no trato gastrointestinal (TGlI),
apresentando uma alta incidéncia nos paises ocidentais e crescimento em todo o
mundo (Hracs et al., 2025). Embora a causa especifica das DIl ndo seja totalmente
elucidada, varios fatores desempenham um papel no seu desenvolvimento, incluindo
fatores genéticos, ambientais e imunologicos (Dos santos et al., 2021a; lliev et al.,
2025; Zhang et al.,, 2021). Estudos indicam que parentes de primeiro grau de
individuos com DIl tém um risco maior de desenvolver a doenca (Mauduit et al., 2025;
Santos et al., 2018; McGovern, 2016). Além disso, fatores ambientais desempenham
um papel importante, como habitos alimentares, consumo de alcool e drogas, uso de
medicamentos, estresse e outras comorbidades, contribuindo para o quadro clinico
das DII. O componente imunologico também é relevante, envolvendo alteragdes na
microbiota intestinal (disbiose) e no funcionamento das células imunes inatas, levando
a um processo inflamatorio e respostas imunes anormais (Fallahi et al., 2021; Han et
al., 2025; Monteleone et al., 2025).

As DIl mais comuns sé@o as doencas de Crohn e a Colite Ulcerativa, que
diferem principalmente na localizacdo da inflamacéo gastrointestinal. A doenca de
Crohn pode afetar o intestino delgado e grosso, envolvendo todas as camadas da
mucosa e levando a complicacbes como linfedema e espessamento da parede
intestinal. Por outro lado, a colite ulcerativa afeta o célon e o reto em graus variados,
afetando a homeostase inflamatéria do célon e a funcdo de barreira intestinal e
absorcao (Gajendran et al., 2019; Vieujean et al., 2025; Zhang et al., 2021).

Além disso, o desenvolvimento de DIl acarretam alteragBes na fisiologia
gastrointestinal. Um exemplo disso é a reducao do pH intestinal, que normalmente se
situa na faixa de 6,0-7,2, mas nas DIl pode cair para a faixa de 2,3-5,5 devido a
inflamac@o no coélon (Brinck, 2025). Essas mudangas impactam a composi¢cdo da
microbiota intestinal e afetam o transito intestinal, resultando em episédios de diarreia.
Ademais, as DIl estdo associadas a mudancas na composicdo, espessura,
propriedades fisicas e fun¢cdo do muco intestinal. A produgdo aumentada de muco
gera uma camada mais espessa nas areas inflamadas em comparacéo com as células
saudaveis. Ha também um aumento da atividade proteolitica nos tecidos da mucosa,

0 que pode reduzir a eficiéncia das enzimas digestivas envolvidas no processo de
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transito intestinal (Dos santos et al., 2021a). Embora ndo exista uma cura definitiva
para as DII, o tratamento controla os sinais e sintomas nos periodos de remisséo da
doenca, evitando a progressao do quadro clinico e melhorando a qualidade de vida
do paciente.

Os tratamentos disponiveis para as DIl incluem uma variedade de farmacos
gue variam em prescricdo de acordo com a doenca e sua gravidade. A primeira linha
de tratamento da UC envolve aminossalicilatos, como mesalazina, balsalazida e
sulfassalazina e corticosterdides como dexametasona, prednisona e hidrocortisona.
Em casos graves ou refratarios ha a indicacéo do uso de inibidores de calcineurina
como ciclosporina e tacrilominus. Ja na DC, o uso de aminossalicilatos € mais limitado,
sendo o foco medicacdes que controlem a inflamacao transmural e sistémica como os
corticosteréides e as tiopurinas, como a azatioprina e 6-mercaptopurina (Khan, 2025;
Raine, 2022; Rogler, 2025; Singh, 2025).

A mesalazina (MLZ) apresenta-se como um aminossalicilato amplamente
utilizado no tratamento das DIl, sendo a primeira linha de tratamento na colite
ulcerativa, devido a ocorréncia mais branda dos efeitos adversos quando comparada
com outros farmacos (Campregher; Gasche, 2011; Raine, 2022). Ela atua inibindo as
enzimas COX-1 e COX-2 ndo permitindo que as prostaglandinas inflamatorias sejam
sintetizadas em quadros clinicos leves e moderados (Chebli et al., 2019;
Subramanian; Logan, 2011). Entretanto, alguns estudos descritos por Wang, Zhou e
Li (2022) e Battepati, Lancaster e Duggan (2024) mostram que em tratamentos longos
e em quadros mais graves da doenca o paciente pode vir a apresentar problemas
renais. Dessa maneira, surge a necessidade de adequacdes de dosagem, forma
farmacéutica e método de liberacdo (Murray et al., 2020).

Como resposta a esse desafio, a literatura recente tem explorado
estratégias para direcionar a terapia de forma mais eficaz, a fim de se obter um efeito
mais localizado e seletivo (Ardekani et al., 2024; Zheng et al., 2024). Isso inclui a
realizacdo do uso de pro-farmacos, sistemas de liberacdo dependentes de pH e/ou
tempo, ou até mesmo a ativacdo pela microbiota coldnica, sendo esta Ultima a
estratégia muito interessante para a liberacdo precisa do medicamento ao coélon
afetado (Hua et al., 2015). Dessa forma, uma das estratégias exploradas para melhora
da liberacdo do farmaco € a micro e nanoencapsulagdo dos mesmos. As
nanoparticulas mostram-se promissoras devido a variabilidade de tamanho, maior

superficie de contato e alto controle das taxas de liberacdo do farmaco, além de
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apresentar menos problemas de estabilidade. O tamanho reduzido exibido por esses
sistemas auxilia no aumento do tempo de resposta do farmaco, e em seu acumulo no
tecido colbnico (Ardekani et al., 2024; Gao et al., 2024; Hua et al., 2015).

Nanoparticulas poliméricas (NPs) permitem a incorporacao de substancias
ativas em quantidades significativas, protegendo-as durante o transito bioldgico até o
local de acédo desejado, diminuindo efeitos adversos sistémicos. A aplicacdo de
polissacarideos no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas pode apresentar
diversas vantagens como baixo custo, biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atoxicidade, interacdo celular, interacdo/modificacdo quimica, seguranca e
vetorizacao de farmacos (Dos santos et al., 2021b).

Polissacarideos com propriedades mucoadesivas para o delineamento de
sistemas com liberacéo coldnica de farmacos vém sendo exploradas por nosso grupo
de pesquisa no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (Dos santos et al.,
2025; Sposito et al., 2025; Carvalho et al., 2024; Politi et al., 2023). O uso de
polissacarideos com tais capacidades mucoadesivas vém apresentando resultados
promissores na modulacao das propriedades biofarmacéuticas trazendo aos sistemas
mudancgas no intumescimento, solubilidade, adesividade, potencial zeta, carga,
porosidade, hidrofilia, cristalinidade, entre outros, as quais podem modificar os
padrdes de interacéo biolégica e as propriedades de liberacdo almejadas (Shao et al.,
2025; Sun et al., 2012).

O amido retrogradado (AR) advém do amido nativo, um polimero
semicristalino presente em diversas plantas e composto por granulos com tamanhos
gue variam de 1 a 100 um (Dos santos et al., 2021b). No entanto, suas propriedades
fisicas e quimicas podem néo ser adequadas para certas aplicacdes, como a sua alta
solubilidade em meios aquosos, que pode comprometer a protecdo do farmaco.
Portanto, sdo necesséarias modificacbes prévias por meio de métodos fisicos,
guimicos e/ou enziméaticos (Meneguin, 2018). O amido resistente tipo 3 (AR), € obtido
por meio do processo de retrogradacdo, que envolve o aquecimento do amido em
agua (gelatinizacéo), resultando na quebra dos granulos e na liberacéo dos polimeros
da estrutura, isso leva a formacdo de uma rede tridimensional mais organizada e
compacta, com duplas hélices estabilizadas por ligacbes de hidrogénio. Essas
mudancas estruturais conferem ao AR uma maior estabilidade térmica, menor
solubilidade em agua e maior resisténcia a acao de enzimas proteoliticas, tornando-o

resistente a digestdo no estbmago e no duodeno, tornando-o uma estratégia eficaz
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para a liberacao especifica no colon (Bordenave; Janaswamy; Yao, 2014; Meneguin,
2018, Qin et al., 2026).

O &cido hialurénico (AH), por sua vez, € um polissacarideo de origem
natural com caracteristicas hidrofilicas, sendo composto de unidades de N-acetil-D-
glicosamina e acido D-glucurénico que alternam entre si (Salih et al., 2024). Diversos
sistemas de liberacdo de farmaco explorados nas ultimas décadas utilizam do AH
como a parte ativa, realizando o direcionamento até a regido de interesse. Esse efeito
ocorre principalmente devido a sua capacidade de interagir com o receptor CD44, uma
glicoproteina transmembrana superexpressa em células inflamatorias, promovendo a
internalizacao do sistema carreado por endocitose mediada por receptor, aumentando
a concentracao no local e auxiliando na seletividade do farmaco (De Paula et al., 2023;
Misra etal., 2011). Ademais, este polimero é utilizado em sistemas de NPs por possuir
elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e mucoadesao,
apresentando potenciais anti-inflamatorios, viscoelasticos, de proliferacdo e
diferenciacdo celular e auxilio na regeneracdo de tecidos, exibindo também a
vantagem de formar complexos por meio da interagdo da NP (polianion) com
polications, facilitando o desenvolvimento de pesquisas que combinam dois ou mais
polimeros na mesma formulacéo (De paula et al., 2023).

A quitosana (QS) € um polissacarideo natural derivado da quitina, sendo
encontrada na parede celular de fungos, exoesqueletos de crustaceos e insetos, além
de estar presente nas escamas de peixes (Yanat; Schroén, 2021). A QS é classificada
como um polimero catiénico constituida de monémeros de 2-acetamido-2desoxi-3-D-
glicose conectadas por ligagdes B (1—4) (Bhattacharya, 2020; Ferreira, 2024) A QS
vém sendo utilizada para atividades diversas que cada vez mais estdo sendo
exploradas em pesquisas, como acao antimicrobiana (Confederat et al., 2021; Ke et
al., 2021) e anti-inflamatéria (Jagdale et al., 2024), além de apresentar
mucoadesividade (Ahmad et al., 2024), sendo os dois ultimos importantes para a
formulacdo das NPs por auxiliarem ndo apenas na composi¢éo, mas na acao das DII.
Dependendo de como é preparada e quais técnicas de modificacdo sdo submetidas
em sua superficie, o polimero pode ter suas propriedades alterada e
consequentemente aplicagcdes em areas diferentes (Yanat; Schroén, 2021), ademais
sua propriedade catibnica, devido a presenca de grupos amino, agrega as
propriedades de modulacao da liberacéo de farmacos e mucoadeséo, caracteristicas
requeridas ao sistema de liberagédo (Aranaz et al., 2021).
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Além da utilizacdo de diferentes compostos para formulacdo das NPs,
varios estudos, como em Aib et al., 2022 e Zhao et al., 2026, vem fazendo uso de
sistemas de co-encapsulacdo em NPs para geracao de um efeito sinérgico sobre o
organismo, liberando dois farmacos distintos no local afetado para aprimorar a
terapéutica (Afsharzadeh et al., 2018; Shen; Tantai, 2020). Tais sistemas aplicados,
em comparacdo aos sistemas de liberacdo contendo um Unico composto, vém
exibindo um resultado positivo mais elevado (Aib et al., 2022; Chu et al., 2019; Zhao
et al., 2026).

A microbiota é o conjunto de microrganismos que habitam o trato intestinal
humano, onde o organismo proporciona um ambiente estavel e rico em nutrientes para
0S microrganismos que ali residem e, em troca, obtém uma série de vantagens. As
conveniéncias oferecidas abrangem uma melhora da digestdo e absorcédo dos
alimentos, incitacdo ao sistema imunoldgico até uma diminuicdo do desenvolvimento
da flora patogénica e manutencdo da totalidade da barreira intestinal. Além disso,
diversos estudos constatam que o desequilibrio dela pode acarretar no aparecimento
de alergias, distarbios psiquiatricos, tumores ou até mesmo doencas autoimunes
como as DIl (Zotkiewicz et al., 2020).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), originam-se da fermentacao
anaerobica pelas bactérias do colon que se utilizam das fibras alimentares
(carboidratos complexos) como substratos, sendo os mais conhecidos o &cidos
acético, propiénico e butirico com potencial para formacdo de seus acidos graxos
correspondentes (acetato, propionato e butirato) (Tedelind et al., 2007; Zétkiewicz et
al., 2020). Os AGCC, rapidamente atingem as concentracdes no limen do colon e sdo
absorvidos pelo epitélio por meio de transporte passivo ou ativo. O propionato (PROP),
por exemplo, tem sua relevancia como substrato da gliconeogénese no figado,
atuando no metabolismo de carboidratos com efeitos semelhantes ao da estatina,
inibindo a sintese do colesterol, além disso vem sendo amplamente estudado para
aplicacdo em doencas inflamatorias intestinais devido as suas propriedades anti-
inflamatorias e sua capacidade de restauracéo da barreira intestinal (Chen et al., 2025;
Tedelind et al., 2007).

Sendo assim, a co-encapsulacdo de MLZ e PROP em um sistema
nanoparticulado surge como uma estratégia terapéutica promissora para as DIl, em
gue a MLZ exerceria funcao anti-inflamatoria atuando na cascata de inflamacéo na via

das ciclooxigenase, enquanto o PROP atuaria na manutencdo da homeostase
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intestinal dos pacientes. Associado a isso, a utilizacéo de polissacarideos tais como o
AH, QS e AR na formacao dessas nanoparticulas poliméricas, pode promover efeitos
biologicos benéficos para liberagdo colon-especifica, como resisténcia em condi¢cbes
de pH extremas e mucoadeséo.

Com base nos conceitos e pressupostos delineados, o trabalho visou
desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas com propriedades
mucoadesivas para liberacéo coldn especifica de MLZ e PROP e avaliar seu potencial

no tratamento das DII.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Doenca inflamatdria intestinal

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) apresentam impacto global com
aumento do nimero de casos com o passar dos anos, maior prevaléncia em paises
ocidentais e perspectivas de aumento em paises recém-industrializados da Asia e da
Ameérica Latina, devido a urbanizacdo e mudancas dos habitos de vida (Chen et al.,
2026; Kaplan, 2025). O namero de casos nessas regides pode ultrapassar 0,3% da
populacéo, categorizando as DIl como um problema de saude publica (Cai et al., 2021,
Kaplan, 2025). Projecbes mostram que tais valores podem chegar a 1% em paises
desenvolvidos nas préximas décadas (Adolph et al., 2022).

Usualmente acometem predominantemente pessoas  jovens,
majoritariamente em idade produtiva, com incidéncia mais elevada entre a terceira e
a quarta décadas de vida (Kaplan, 2025; Ramos; Papadakis, 2019). Por sua vez, cerca
de 75% dos pacientes apresentam quadros clinicos crénicos com a presenca de
reincidivas, o que acarreta impactos sobre os sistemas de saude e na qualidade de
vida dos individuos (Adolph et al., 2022; Cai et al., 2021).

As DIl sdo denominadas como um conjunto de patologias crbnicas
inflamatoérias que acometem o TGI, representadas principalmente pela doenca de
Crohn (DC) e pela colite ulcerativa (UC) (Cai et al., 2021; Kaplan, 2015; Ramos;
Papadakis, 2019). Ambas as doencas apresentam quadros de reincidéncia e remissao
da resposta inflamatéria em momentos alternados, decorrentes de uma resposta
inflamatoria persistente (Adolph et al., 2022; Ramos; Papadakis, 2019).

A etiologia das Dlls é complexa e multifatorial, possuindo influencias de
fatores genéticos, ambientais, imunoldgicos e microbiolégicos. Estudos apontam que
individuos com suscetibilidade genética, quando expostos a diferentes estimulos
ambientais, produzem uma resposta imune acentuada contra constituintes da
microbiota do intestino (Kaplan, 2015; Ramos; Papadakis, 2019; Cai et al., 2021).
Além disso, pesquisas tém exibido a combinagdo de polimorfismos em genes
responsaveis pela regulacdo das respostas imunes (inata e adpatativa) e
responsaveis pela intangibilidade da barreira do epitélio intestinal, corroborando para
0 aumento da exposicao do individuo para o surgimento da doenca (Kaplan, 2015;
Ramos; Papadakis, 2019).

O ambiente também apresenta um papel de destaque para o0 surgimento

das DII. Individuos em dietas ricas em acgucares e gorduras com baixa ingestao de
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fibras, tabagistas, sob uso de antibioticos, com a presenca de mudancas no estilo de
vida ou sob estresse podem sofrer alteracdes diretas na constituicdo da microbiota
intestinal e consequentemente na resposta inflamatoria (Kaplan, 2015; Adolph et al.,
2022).

Do ponto de vista imunolégico ambas as enfermidades (UC e DC)
apresentam semelhancas na mudanca da homeostase intestinal, por exemplo,
observa-se uma mudanca na resposta imune com a ativacao e liberacdo exacerbada
de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-18) responsaveis pela presenca
da inflamagéo constante (Adolph et al., 2022; Aggarwal et al. 2026). Contudo, na
disfuncdo relacionada ao sistema imunologico adaptativo, a DC mostra maior
prevaléncia de células Th1/Th17 que intensificam a producéo de IFN-y , IL-17 e IL-23,
enquanto a UC apresenta dominancia de células NKT e Th2 gerando o aumento de
IL-4, IL-5 e IL-13 (Aggarwal et al. 2026). Ademais, essas mudangas na barreira do
intestino corroboram para o aumento da permeabilidade do epitélio permitindo que
antigenos luminais e microrganismos se transloquem e reforcem o aparecimento do
quadro inflamatorio (Adolph et al., 2022; Ramos; Padakis, 2019)

Quando analisadas pelo ponto de vista fisiopatolégico, as Dlls variam
guanto ao padréo de inflamacéo e a localizacdo. A DC pode afetar diferentes partes
do TGI, com preferéncia pelo intestino delgado, tendo a presenca de inflamacbes
transmurais e complicagcdes como fistulas e abscessos (Kaplan, 2015; Adolph et al.,
2022). Em contrapartida, a UC é restrita ao colon, usualmente com inicio no reto com
extencdo proximal e com inflamag¢@es limitadas a mucosa (Ramos; Papadakis, 2019;
Adolph et al., 2022).

A microbiota de pacientes com DIl apresentam alteracbes em sua
composicdo e funcdo, conhecida como desbiose, devido a presenca crbnica da
inflamacéo e a perda da homeostase intestinal (Adolph et al., 2022; Kaplan, 2015;
Jauregui-Amezaga;Smet, 2024). A inter-relacdo entre microbiota e o sistema
imunoldgico € essencial para que a mucosa se mantenha integra, sendo a mudancga
dessa relacdo um fator atenuante para a perpetuacao da doenca (Han et al., 2025).

O diagnostico das DIl apresenta diferentes desafios devido a variabilidade
sintomatica e fisiopatolégica. Usualmente, o diagndstico é baseado na analise matua
do quadro, integrando dados clinicos, laboratoriais, histolégicos e endoscoépicos (Cai
et al.,, 2021; GEDIIB, 2019; Ramos; Papadakis, 2019). A realizacdo da avaliacéo

endoscopica, por exemplo, concede a visualizacéo de alteragdes, como ulceracgoes,
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inflamacdo da mucosa e acometimento do epitélio intestinal. Enquanto verificar a
presenca de biomarcadores inflamatérios e a realizacdo de exames laboratoriais
permitem que a atividade da doenca seja detectada, junto a diferenciacao do tipo de
DIl por meio de de andlises histologicas (GEDIIB, 2019).

A conducdo do tratamento da DIl, engloba diferentes classes
farmacoldgicas, cuja predilecdo ird variar de acordo com o tipo de inflamacéo, a
gravidade, a extenséao e a resposta clinica do paciente (Cai; Wang; Li, 2021; GEDIIB,
2019). Dentre as opc¢des terapéuticas a disposicao, os aminossalicilatos se mantém
como uma das principais escolhas no tratamento da UC, como uso em quadros leves
e moderados da doenca. Nessa condicdo, a mesalazina (MLZ) é evidenciada como
um dos farmacos mais prescritos para uso, com utilizacdo para induzir e manter a
remisséo das DIl (Cai et al., 2021; Liang, 2024; Murray et al., 2020).

2.2 Mesalazina

A MLZ, apresenta propriedades fisico-quimicas fundamentais para sua
efetividade terapéutica. A molécula (acido 5-aminossalicilico ou 5-ASA), possui baixa
massa molar, com estrutura derivada do acido benzoico e a presenca de grupos
funcionais acido carboxilico e amina, fazendo da MLZ um composto anfétero.
(Drugbank, 2025; Pubchem, 2025). Tal caracteristica se relaciona aos valores de pKa
do composto, resultando em diferentes graus de ionizacdo ao longo do TGI. Em
decorréncia, a MLZ exibe uma baixa lipofilicidade, elevada polaridade,
consequentemente baixa competéncia de difusdo passiva nas membranas biol6gicas
(Drugbank, 2025).

Ademais, o composto possui baixa solubilidade em agua quando em
condic¢des fisioldgicas corroborando para a baixa absorcéo sistémica em conjunto com
a baixa permeabilidade. Todas essas propriedades fazem a MLZ ser um farmaco de
classe IV no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), trazendo desafios
relevantes relacionados a sua biodisponibilidade (Sutaria et al., 2023). Dessa maneira,
suas caracteristicas interferem na sua eficacia clinica e na distribui¢cdo do farmaco no
TGI.

Diretrizes clinicas apresentam a MLZ como farmaco de primeira linha para
o tratamento de UC, podendo ser administrada por via retal, oral ou ainda manipulada
de forma combinada (GEDIIB, 2019). Sua eficacia na remissdo dos quadros

inflamatodrios de pacientes com UC demonstra boas evidéncias cientificas, como
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revisdes sistematicas, que embasam a exceléncia quando comparada ao placebo e
mostram a prevencao efetiva de recaidas (Liang, 2024; Murray et al., 2020; Santos,
2023). Entretanto, quando colocada em comparacéo ao uso na DC, a MLZ possui uma
efetividade mais limitada, apresentando resultados menos consolidados devido a
inflamacgé&o nao localizada da doenca (Cai, 2021; Campregher; Gasche, 2011; Lapka,
2023).

Apesar de ndo possuir 0 mecanismo de acdo completamente elucidado,
reconhece-se que a MLZ age de forma local na mucosa do intestino, funcionando com
acdo anti-inflamatdria nas células do epitélio intestinal, por meio da articulacdo das
vias inflamatorias da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase (LOX)
impossibilitando que as prostaglandinas, normalmente elevadas em pacientes com
DIl, venham a ser produzidas (FDS, 2021). Além disso, a MLZ possui a capacidade
de impedir a ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB), atrapalhando na produgéo
das citocinas proé-inflamatérias e processos do estresse oxidativo, corroborando na
manutencdo da barreira da mucosa e reducdo da atividade inflamatéria (Allgayer,
2003; Beiranvan, 2021; Cai et al., 2021).

Figura 1 — Estrutura quimica da mesalazina (MLZ)
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Fonte: Pubchem (2026)

Mesmo possuindo um perfil terapéutico consistente, a MLZ possui
limitagOes. Apesar de ser normalmente bem tolerada, ha relatos do aparecimento de
reacoes adversas e de eventos potencialmente graves nos dados de
farmacovigilancia, sendo o principal deles, o surgimento de problemas renais a longo
prazo (Battepati et al., 2024; Ransford; Langman, 2002; Wang et al., 2022).

Devido as limitacdes apresentadas em suas propriedades fisico-quimicas
e terapéuticas surge a indispensabilidade de formular novas estratégias que

melhorem a segurancga e eficacia do farmaco. Por isso, a producdo de sistemas de
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liberacdo vem sendo desenvolvidos para contornar tais problematicas, direcionando o
farmaco para o local de acédo e aumentando sua biodisponibilidade para reducéo de
efeitos sistémicos. Essas abordagens buscam maximizar os beneficios terapéuticos,
mantendo o papel central da MLZ no tratamento das DIl (Cai et al., 2021; Sutaria et
al., 2023).

2.3 Propionato

A microbiota intestinal saudavel € composta por uma diversidade de
microrganismos, como bactérias, bacteriéfagos, virus e fungos. Dentre eles, uma das
espécies bacterianas de maior relevancia sao as que consomem fibras alimentares
nao digeriveis, dando origem a metabdlitos como os acidos graxos de cadeia curta
(Ventura et al., 2024).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sédo ditos como um dos principais
responsaveis pela mediacdo entre a microbiota intestinal e o hospedeiro. Surgem da
fermentacdo anaerdbia das bactérias do colon e atuam como reguladores das fungcdes
e integridade da barreira do epitélio intestinal, regulacdo e modulacdo da resposta
imune da mucosa e dos processos inflamatorios relacionados (Cardoso et al., 2025;
Mann et al. 2024).

Dentro dos principais AGCC, se destacam o acetato, o acido propiénico e
0 acido butirico, usualmente presente no limen do intestino em suas formas
desprotonadas, propionato e butirato, em propor¢des aproximadas de 60:20:20, sendo
0 propionato um composto de interesse crescente devido ao seu papel na modulacéo
da inflamacao intestinal (Tedelind et al., 2007, Ventura et al., 2024).

O propionato (PROP) atua principalmente por meio da regulacdo das vias
inflamatorias e da resposta imune. Pesquisas indicam que tal metabdlito demonstra
capacidade de diminuir a liberacéo de algumas citocinas pré-inflamatérias em células
do sistema imune, como TNF- a, mas n&o interferindo em outras de forma significativa,
como a IL-8. Ademais, o PROP também atua na diminui¢cdo da expressao e liberacao
de IL-6, em RNA mensageiro quanto proteico, demonstrando uma atuacao direta
sobre a regulacdo génica de tais mediadores inflamatoérios (Tedelind et al., 2007;
Ventura et al., 2024).
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Figura 2 — Estrutura quimica do propionato de sodio (PROP)
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A acado anti-inflamatoria do PROP possui variados mecanismos de acéo,
sendo o principal deles a inibicdo da sinalizagdo do NF-kB, um dos principais
reguladores da expressdo de genes pré-inflamatérios. A exclusdo dessa via acarreta
a atenuacdo da ativacao das células inflamatérias, gerando a diminuicdo dos genes
associados a resposta imune acelerada. Para a ocorréncia de tais efeitos, é
necessario a observacdo dose-dependéncia do PROP, fortalecendo o componente
como um modulador direto dos processos inflamatorios das DIl (Tedelind et al., 2007,
Yao et al., 2025).

Além disso, quando em comparacdo com diferentes AGCC, o PROP
apresenta eficacia semelhante a do butirato quando avaliado pelo potencial de inibicdo
de vias inflamatérias e na modulagcédo da expressédo génica relacionada a imunidade,
sendo ambos significativamente mais eficazes que 0 acetato nesses processos.
Todos os comparativos e estudos apenas reforcam o potencial do PROP como agente
relevante no controle da inflamacéo intestinal, especialmente em condi¢cdes nas quais
h&4 desregulacdo da resposta imune e comprometimento da barreira intestinal
(Tedelind et al., 2007).

Considerando essas propriedades, o PROP se mostra como um composto
promissor para aplicacées terapéuticas no contexto das DII. No entanto, sua atuagao
e eficacia pode ser limitada por diversos fatores como a absor¢éo, metabolizacéo local
e distribuicdo ao longo do TGI, principalmente devido a molécula de tamanho
reduzido. Nesse con texto, desenvolver sistemas de liberagdo controlada aparece
como uma estratégia interessante para otimizar sua biodisponibilidade e direcionar
sua acgao até o colon. Além disso, a possibilidade de co-encapsulagéo e administracéo
do PROP junto a outros componentes, como a MLZ, pode auxiliar para potencializar
ou agregar novos efeitos para tratamento das DIl (Tsilingiri; Rescigno, 2013;
Zotkiewicz et al., 2020).
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2.4 Sistemas para liberacdo cllon-especificos

A via oral é largamente utilizada para administracdo de farmacos para o
tratamento de doencas intestinais, como as DII, por serem uma op¢ao nao invasiva,
segura, com possibilidade de efeitos sistémicos e locais, e com engajamento dos
pacientes ao uso devido a facilidade de administracdo e maleabilidade posoldgica
(Hua et al., 2015; Onoue et al., 2026). Contudo, a sua eficacia pode ser limitada pelas
diferentes barreiras do TGI, desde a degradacdo do farmaco, a baixa absorcao ou a
liberacdo antecipada em regides indesejadas, dificultando a chegada do principio ativo
ao sitio de acao requerido (Dos Santos et al., 2021a; Dos Santos et al., 2021b).

Frente a essas limitacBes, a procura por estratégias de liberacdo
direcionada ao colon, com o foco em elevar com éxito a acao terapéutica e a reducao
dos efeitos adversos sistémicos, tem aumentado. Entre as diferentes possibilidades
de abordagens, destacam-se 0s sistemas que utilizam das caracteristicas fisiol6gicas
do TGI, como mudancas de pH, tempo de transito intestinal e a acdo da microbiota
coldnica, possibilitando uma liberacdo mais seletiva e localizada (Hua et al., 2015; Dos
Santos et al., 2021a; Yeung et al., 2025). Dessa forma, & possivel aproveitar o maior
tempo de permanéncia do conteddo no colon, favorecendo absorgéo de farmacos na
regido. (Amidon; Brown; Dave, 2015).

Ademais, sob uma visdo da anatomia humana, o intestino grosso possui
em torno de 1,5 metros de extensao, sendo delimitado em ceco, apéndice, célon
ascendente, transverso, descendente, sigmoide, reto e anus. Entre elas, o célon
ascendente ganha destaque por ser um local de absorcdo, devido, entre outros
fatores, a presenca de baixa viscosidade do meio lumial (Dos Santos et al., 2021a;
Koncina et al., 2020; Naeem et al., 2020).

Nesse contexto, diferentes estratégias vém sendo estudadas com o intuito
de melhorar e realizar a liberacdo de farmacos ao célon, como a utilizacdo de pro-
farmacos, sistemas dependentes de pH ou tempo e formulacbes ativadas pela
microbiota intestinal (Hua et al., 2015; Patel et al., 2020). Entre as op¢des, 0s sistemas
micro e nanoestruturados vém recebendo destague gracas as suas propriedades
fisico-quimicas e farmacéuticas. Esses sistemas apresentam ampla variacdo de
tamanho, elevada area superficial e capacidade de modular a liberagdo do farmaco,
além de contribuirem para maior estabilidade da formulacdo (Sun et al., 2012).

O tamanho reduzido das micro e nanoparticulas pode favorecer um maior

tempo de permanéncia no local de acdo e consequentemente um maior acimulo no
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tecido colbnico, fatores esses extremamente importantes no tratamento de DIl
(Amidon; Brown; Dave, 2015; Gao et al., 2024; Hua et al., 2015).

Denominadas como sistemas coloidais em escala nanométrica, as
nanoparticulas possuem elevada relacdo entre area superficial/volume, podem ser
constituidas por materiais poliméricos naturais ou sintéticos e possuem capacidade
de incorporar quantidades significativas de substancias ativas gracas a capacidade
de sua matriz em fornecer protecéo ao principio ativo durante o transito pelo TGl e
minimizando efeitos adversos sistémicos (Dos Santos et al., 2021b; Eker et al., 2024;
Bhardwaj et al. 2023). Além disso, podem ser classificadas como nanoesferas e
nanocapsulas, em que as nanoesferas apresentam a estrutura de sua matrix de forma
continua (farmaco disperso, retido no interior ou adsorvido na superficie), enquanto
as nanocapsulas apresentam um nucleo interno (liquido ou soélido) circundado por
uma parede/membrana polimérica, servindo de protecéo para o0 composto ativo (Wang
et al., 2023; Desai et al., 2025)

A utilizacdo de polissacarideos na formacao desses sistemas apresenta-se
como uma estratégia promissora, uma vez que esses materiais apresentam
caracteristicas como biodegrabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e
habilidade de interagir com tecidos bioldgicos (Beach et al., 2025; Dos Santos et al.,
2021b). Além dessas propriedades, ha também a capacidade de mucoadeséo, de
intumescimento, eroséo, e possibilidade de modulacdo da hidrofilia e cristalinidade,
influenciando diretamente o comportamento e os perfis de liberacdo dos farmacos
(Sun et al., 2012; Dos Santos et al., 2025; Sposito et al., 2025; Carvalho et al., 2024;
Politi et al., 2023).

2.5 Biopolimeros
2.5.1 Acido hialuronico

O acido hialurénico (AH), também conhecido como hialuronano, € um
polissacarideo linear da classe dos glicosaminoglicanos, formado por unidades
dissacaridicas repetidas de &cido glicurénico e N-acetilglucosamina (Salih et al., 2024;
Kogan et al., 2007). O AH, diferente de outros compostos, ndo apresenta sulfatacao e
nao se encontra covalentemente ligado a proteinas, o que da a ele caracteristicas
estruturais Unicas quando em meio bioldgico (Kogan et al., 2007). E uma
macromolécula com elevada massa molar, cuja conformagdo e propriedade

polieletrolitica esta relacionada as suas propriedades fisico-quimicas, como sua
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viscoelasticidade e sua capacidade elevada de interagdo com moléculas de agua
(Kogan et al., 2007; Pan et al., 2013).

Figura 3 — Estrutura quimica do acido hialurénico (AH)
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Dentre suas propriedades fisico-quimicas, o AH sobressai por sua alta
hidrofobicidade relativa associada a forte hidratacéo, possuindo a capacidade de reter
agua e gerar solucbes com elevada viscosidade. Ademais, possuem elevada
solubilidade em meio aquoso, biocompatibilidade e baixa imunogenicidade, o que
favorece sua aplicacdo em sistemas bioldgicos e farmacéuticos (Salih et al., 2024;
Pan et al., 2013). Além disso, a massa molar influencia na sua distribuicdo pelos
tecidos, na degradacdo enzimatica e na interacdo do composto com receptores
celulares (Gupta et al.,, 2019). Quando em circulacdo pelo organismo, o AH é
altamente distribuido, podendo ser encontrado na matriz extracelular, no fluido sinovial
e em tecidos conjuntivos, atuando em funcdes estruturais e regulatérias, como a
modulacao da proliferacéo e diferenciacéo celular e no processo de reparo de tecidos
(Kogan et al., 2007).

Tais propriedades fazem do AH um composto multifacetado, com
capacidade de uso em diferentes areas da biomedicina, como a aplicacdo em terapias
articulares (na suplementacao do fluido sinovial em condi¢cdes degenerativas) ou em
areas oftalmolégicas, dermatolégicas ou até mesmo aplicacdes na engenharia de
tecidos (Kogan et al., 2007). Aléem disso, estudos recentes tém confirmado o potencial
do AH como um componente integrante de sistemas de liberagdo de farmacos,
principalmente gracas a sua capacidade de alteracdo quimica e interacdo especifica
com receptores celulares CD44, receptores que Sao superexpressos em células
tumorais e inflamatérias (De Paula et al., 2023; Mohammed et al., 2022). Tal

possibilidade de interacdo corrobora para o direcionamento dos sistemas
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terapéuticos, elevando a seletividade e a eficacia do tratamento e reduzindo o
aparecimento de efeitos adversos sistémicos.

Outra caracteristica importante do AH dentro da sua aplicagcdo na
nanotecnologia farmacéutica, é sua capacidade de atuar tanto como matriz estrutural
guanto como agente para direcionamento. Os sistemas com a presenca de AH podem
ser idealizados para responder a estimulos especificos do microambiente biologico,
como por exemplo, a presenca de enzimas (hialuronidases) (Mohammed et al., 2022).

Dentro da aplicacéo de sistemas de liberagdo de farmacos ainda ha
destaque para a propriedade mucoadesiva do AH. Gracas ao seu potencial de
interagir com a camada de muco presente nas superficies do epitélio, 0 componente
possibilita o aumento do tempo de permanéncia no local, aumentando sua
biodisponibilidade (Sosnik; Sarmento, 2014). Dessa forma, utilizar o AH para
formulacbes mucoadesivas mostra-se como uma estratégia promissora para a
otimizacdo na liberacdo de farmacos, principalmente em aplicacdes orais, nasais e

oftalmicas.

2.5.2 Amido retrogradado

O amido nativo € um polissacarideo natural com estrutura semicristalina
amplamente distribuido em espécies vegetais, onde age como material de reserva de
energia em sua forma granulosa com tamanhos que variam de 1 a 100 um (Cristina
freire et al., 2009; Sajilata; Singhal; Kulkarni, 2006). A composicdo dele é baseada em
duas diferentes fracdes: a amilose, constituida por cadeias lineares de glicose que se
unem por meio de de ligagdes a-(1—4), e a amilopectina, um polimero ramificado que
se ligam por ligacdes a-(1—6), responsavel pela organizacao estrutural dos granulos
(Cristina freire et al.,, 2009; Dos Santos et al.,, 2021). Enquanto a amilose esta
associada a regidbes menos organizadas, a amilopectina contribui para a formacao de
estruturas mais cristalinas no interior do granulo (Dos Santos et al., 2021).

Devido as suas caracteristicas como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e custo reduzido, o amido tem sido amplamente
empregado nas industrias farmacéutica e alimenticia (Dos Santos et al., 2021).
Entretanto, o AR possui algumas de suas propriedades fisico-quimicas que limitam
sua utilizagao nos sistemas de liberagéo controlada, como sua elevada hidrofilicidade
e a suscetibilidade & degradacdo enzimatica (Bagliotti Meneguin; Stringhetti Ferreira

Cury; Evangelista, 2014; Carbinatto et al., 2012; Meneguin, 2018). Nesse contexto,
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diferentes estratégias para sua modificacdo tém sido aplicadas: tratamentos fisicos,
guimicos e enzimaticos, como a pré-gelatinizacao, a retrogradacéo e a formacéo de
complexos, para a melhora das propriedades como estabilidade, resisténcia e
desempenho funcional (Meneguin, 2018; Dos Santos et al., 2021).

Utilizando de uma dessas técnicas, o AR, também chamado de amido
resistente tipo Ill, € obtido. Sua producdo ocorre por meio de um processo
hidrotérmico, em que o composto é submetido a ciclos de aquecimento e resfriamento
gue gelatinizam o amido e reorganizam suas cadeias. (Dimantov et al., 2004;
Bordenave; Janaswamy; Yao, 2014). Durante esse processo, 0s granulos do amido
sofrem desestruturacdo e rearranjos das cadeias de amilose e amilopectina, dando
origem a uma rede tridimensional mais compacta e organizada, cuja estabilizacao
ocorre pela presenca de ligacdes de hidrogénio (Bordenave; Janaswamy; Yao, 2014).

Dentre os amidos, o uso daqueles com elevado teor de amilose tém sido
mais procurados para a producdo de AR, devido a propriedade dela em favorecer a
formacdo de estruturas mais estaveis e com menor suscetibilidade a acdo enzimatica
(Bagliotti Meneguin; Stringhetti Ferreira Cury; Evangelista, 2014; Dimantov et al.,
2004). O resultado final, com a formagéo do AR, € a obteng&o um polimero com menor
solubilidade em &gua, maior estabilidade térmica e maior resisténcia a digestao
enzimatica nas porcdes superiores do TGI (Htoon et al., 2009; Wang et al., 2015).

A resisténcia a digestdo pode fazer o AR manter-se intacto na porgcéo do
estdbmago e do intestino delgado, para sofrer sua fermentacéo apenas na chegada ao
célon por meio de da microbiota presente (Bordenave; Janaswamy; Yao, 2014;
Meneguin, 2018). Essa caracteristica torna o material promissor para aplicacfes em
sistemas de liberacao colénica de farmacos, pois permitiria que o principio ativo fosse
protegido durante todo o percurso do TGI até o local requerido para agao.

Ademais, 0 AR néo interage com 0 muco que recobre o TGlI, favorecendo
seu deslocamento sem que ocorra a retencdo no trato superior, facilitando sua
chegada com uma liberacdo direcionada localizada (Dimantov et al., 2004). Dessa
forma, o AR se torna um componente promissor devido as suas propriedades
estruturais e funcionais para aplicacdo nos sistemas de liberacdo direcionada,

principalmente quando é requerido a condi¢cdo de protecdo gastrica.

2.5.3 Quitosana
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A quitosana (QS) € um polissacarideo natural advindo da desacetilacdo da
quitina, um dos diversos biopolimeros mais presentes na natureza, visto em diferentes
estruturas como exoesqueletos de crustaceos e insetos, paredes celulares de fungos
e escamas de peixes (Ferreira et al., 2020; Yanat; Schroén, 2021). A estrutura da QS
€ constituida por unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina ligadas por
ligacbes B (1—4), em que o processo de desacetilagdo altera alguns dos grupos
acetilados em grupos amino livres, que ddo a QS suas propriedades quimicas
conhecidas (Ferreira et al., 2020; Bhattacharya, 2020).

Figura 4 — Estrutura quimica da quitosana (QS)
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Fonte: Sigma-Aldrich

As propriedades da QS sao completamente influenciadas pelos parametros
como seu peso molecular e o grau de desacetilacdo. O peso molecular, por exemplo,
representa um valor médio que indica a distribuicdo das cadeias poliméricas,
enquanto o grau de desacetilagdo determina a quantidade de grupos amino que estao
disponiveis na estrutura, podendo variar significativamente de um QS para outra
(Carvalho et al., 2021). Quanto maior o grau de desacetilagéo, maior a protonacao dos
grupos amino, maior a densidade de cargas positivas na cadeia do polimero e o que
influencia diretamente em suas interacdes bioldgicas e fisico-quimicas.

Do ponto de vista da biotecnolégico, a QS ganha evidéncia por ser um
polimero catidnico, biocompativel, biodegradavel e de baixa toxicidade, caracteristicas
que favorecem sua aplicagdo em sistemas de liberagédo de farmacos (Boni et al., 2018;
Dos Santos et al., 2022). Sua natureza catibnica permite interacdes eletrostaticas com
componentes negativamente carregados, como mucinas presentes no muco
intestinal, promovendo elevada mucoadesividade (Aranaz et al., 2021; Ahmad et al.,

2024). Além disso, a formacao de ligacdes de hidrogénio e a capacidade de promover
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a abertura de juncdes intercelulares também contribuem para aumentar a interacao
com a mucosa e potencializar a retencao no local de acéo (Suarato; Li; Meng, 2016).

Devido a presenca de grupos amino protonaveis em sua cadeia, a QS
possui sensibilidade ao pH, dando a ela a capacidade de ser utilizada em sistemas de
liberac@o controlada, principalmente em ambientes fisiolégicos especificos (Boni et
al.,, 2018). Em adicdo, a QS também apresenta outras atividades biologicas
importantes, como propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias, que podem
contribuir de forma complementar em formulagGes terapéuticas voltadas para DIl
(Azuma et al., 2015; Confederat et al., 2021; Ke et al., 2021).

A capacidade multifacetada da QS também esta relacionada a
oportunidade de modificar suas caracteristicas de acordo com o0 método de preparo e
funcionalizacdo, dando a ela a versatilidade em ser utilizada para diferentes areas
(Yanat; Schroén, 2021). Com essa ideia, a QS tem sido muito utilizada na formulagéo
e modificacdo de NPs, principalmente por meio de interacdes eletrostaticas, o que
fornece a ela propriedades mucoadesivas, aumento da estabilidade e capacidade de
associagdo (Alper Oztirk; Yenilmez; Ozarda, 2019; Dandamudi et al., 2021;
Dyawanapelly et al., 2016; Ma et al., 2013; Zhang et al., 2006).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Desenvolver e avaliar sistemas nanoparticulados poliméricos com
propriedades mucoadesivas para administragédo oral de MLZ e PROP, visando a
liberacdo coldn-especifica e sua aplicacdo no tratamento de doencas inflamatoérias

intestinais.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolvimento do sistema de liberacdo

- Validar metodologia analitica para quantificacdo simultdnea de mesalazina
(MLZ) e propionato (PROP);

- Desenvolver nanoparticulas poliméricas a base de acido hialurénico (AH),
guitosana (QS) e amido retrogradado (AR) contendo MLZ e PROP;

- Realizar comparacao entre as nanoparticulas com e sem adi¢éo de AR;

- Caracterizar as nanoparticulas quanto aos parametros fisico-quimicos de
tamanho, Pdl e potencial zeta;

- Realizar a caracterizacdo térmica dos sistemas desenvolvidos;

- Avaliar as intera¢des quimicas entre os principios ativos e polimeros;

- Avaliar a estabilidade fisica preliminar das nanoparticulas ao longo do tempo;

- Determinar a eficiéncia de associacao/encapsulacdo dos principios ativos;

- Avaliar a liberacao do sistema frente ao pH gastrico e colénico.

Avaliacdo bioldgica

- Avaliar a mucoadesdo através da interacdo entre mucina e 0s sistemas
desenvolvidos;

- Analisar a biocompatibilidade em modelos in vitro (Caco-2 e HT29-MTX);

- Analisar a biocompatibilidade celular em macrofagos Raw 264.7 com e sem
inducao da inflamacéao utilizando lipopolissacarideos (LPS);

- Avaliar a permeabilidade intestinal das nanoparticulas poliméricas em modelo
3D (Caco-2, HT29-MTX, HIF, HPMEC-ST1.6R, THP-1).

- Avaliacéo da capacidade de atenuacao do estresse oxidativo induzido por LPS
em macréfagos RAW 264.7
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Principais matérias primas e reagentes

Acetonitrila, acetato de sédio, cloreto de potassio e Filtro Amicon® Ultra 15
(Millipore 50kDa) foram adquiridos da Merck®; Acido acético glacial e acido cloridrico
da Exodo Cientifica®; Acido fosférico da Across Organics®; Acido hialurdnico da Pure
Kemika® (Baixo peso molecular, 300 kDa); Acido fosférico, cloreto de potassio e
fosfato de potassio monobasico da Synth®; Alta amilose Hylon VII da National Starch
& Chemical; Fosfato de potassio monobasico da Fisher Chemical®; Hidréxido de sédio
da Vetec®; Mesalazina, propionato de sédio, mucina de estdmago de porco- Tipo Il e
guitosana baixo peso molecular (Mw=50.000-190.000 Da, grau de desacetilacdo de
75-85%) da Sigma Aldrich®.

4.1.2 Cultura celular

Acetonitrila, dimetilsulféxido (DMSO) adquirido pela Fisher Chemical®;
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) da Biowest®; Diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA), solucdo Salina Equilibrada de Hanks (HBSS),
lipopolissacarideo E.Coli (LPS) O111:B4, meio M199 e resazurina da Sigma Aldrich®;
Penicilina-estreptomicina (Pen-Strep) da Thermo Fisher Scientific®; Trypan Blue

Solution da Hyclone®, Tripsina da Gibco® e soro fetal bovino da PAN-Biotech®.

4.1.3 Equipamentos

Agitador Magnético Multiposicdo (IKA RO 10®); Analisador de particulas (Malvern®,
modelo Zetasizer Nano-ZS); Analisador de rastreamento de nanoparticulas Nanosight
(Malvern, modelo NS300); Analisador Termogravimétrico (PerkinElmer®, modelo TGA
400); Autoclave vertical anal6gica (Prismatec®, modelo CS-50); Balanca analitica
(Marte®, modelo AUW220D); Calorimetro Diferencial de Varredura (PerkinElmer®,
modelo DSC 4000); Centrifuga refrigerada (Eppendorf® centrifuge 5810R);
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Agilent Technologies®, modelo 1220
Infinity LC); Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Thermo Scientific®,
Vanquish® Flex HPLC); Gotejador (SyringelD®, Baintree Scientific Inc. BS-300);
Incubadora (Binder); Incubadora shaker (Candire); Leitor de microplacas (Biotek®
Synergy MX Plate Reader); Leitor de microplacas (Biotek® Synergy LX Plate Reader);
Microcentrifuga refrigerada (Gyrozen 1730R); Microscépio de luz polarizada (Leica,
modelo CNS GimbH); Microscépio eletronico de varredura (MEV-LEO, modelo 440);
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NanoSight NS300; Ultrassom (Bandelin Sonorex Digitec); Vortex (VWR, Analog

Vortex Mixer); Agitador magnético (Quimis, modelo 751, sem aquecimento).

4.2 Meétodos
4.2.1 Obtencdo do amido retrogradado

O amido foi retrogradado de acordo com a metodologia proposta por
Meneguin e colaboradores (2014). Dispersdes aquosas de alta amilose (AA) foram
preparadas, na concentracdo de 5 % (m/v), sob agitacdo magnética por 30 min. Em
seguida, a dispersado de AA foi submetida & autoclavacédo (121 °C) por 120 min para
pré-gelatinizagdo do amido. Ao final do processo de autoclavacdo, a AA gelatinizada
foi resfriada a 30 °C sob agitagcdo magnética. Para a retrogradacéo, a dispersao foi
submetida a ciclos térmicos alternados de temperatura (4 °C em geladeira e 30 °C em
estufa) durante 16 dias, sendo 2 dias em cada temperatura.

4.2.2 Delineamento e obtencdo de nanoparticulas poliméricas contendo
mesalazina e propionato

As nanoparticulas poliméricas foram obtidas por meio da técnica de
complexacéo polieletrolitica e delineadas (delineamento melhor descrito no apéndice
2). Inicialmente foram preparadas dispersdes de MLZ (1 mg/mL) em tampéao fosfato
pH 7,2 e QS (1 mg/mL) em agua e 1% (v/v) de acido acético, que serviram de material
de partida para o desenvolvimento das nanoparticulas. O AH e AR, por sua vez, foram
preparados por meio de blendas poliméricas, na proporcao de 3:1 (V/V). As dispersdes
foram ajustadas em uma concentragéo de 0,5 mg/mL para a QS e 0,2 mg/mL para a
blenda polimérica de AH:AR.

A solucéo de MLZ (200 pg/mL) foi gotejada, em uma seringa acoplada em
uma bomba de gotejamento, diretamente em dispersédo de QS (100 pg/mL) contendo
PROP (100 pg/mL) (dispersao catidnica), sob agitacdo magnética e posteriormente a
blenda polimérica de AH:AR (disperséao anibnica) (120 ug/mL) foi gotejada sobre a
dispersédo catidnica, sob agitacdo magnética (600 rpm). Apdés o0 gotejamento, as
particulas foram mantidas sob agitagéo por 15 minutos (Figura 5) obtendo um pH final
de 6,0.

Para o desenvolvimento das nanoparticulas sem os principios ativos foram
desenvolvidas por meio de do gotejamento da blenda polimérica de AH:AR em

dispersao de QS.
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Figura 5 — Representacdo esquematica da técnica de preparo das nanoparticulas poliméricas
por complexacdo polieletrolitica contendo mesalazina (MLZ), quitosana (QS), propionato
(PROP) &cido hialurdnico (AH) e amido retrogradado (AR).

AH:AR
N (3:1)
b R

NPs

l. &

QS+PROP MLZ + QS + PROP 15 min
600 rpm 600 rpm 600 rpm

Fonte: figuras retiradas do Biorender®

Também foram desenvolvidas nanoparticulas poliméricas sem amido
retrogradado em sua constituicdo, a fim de realizar uma comparacéo da influéncia do
amido nas propriedades fisico-quimicas das NPs. Para isso, foram preparadas
dispersbes de MLZ (1 mg/mL) em tampéao fosfato pH 6,0 e QS (1 mg/mL) em agua e
1% (V/V) de acido acético. Para o0 método, a solucao de MLZ (200 pg/mL) foi gotejada
diretamente em dispersao de QS (200 pug/mL) com PROP (dispersao cationica), sob
agitacdo magnética e posteriormente o AH (dispersdo anidnica) (100 pg/mL) foi
gotejada sobre a dispersédo, sob agitacdo magnética (600 rpm). Apos o gotejamento,
as particulas foram mantidas sob agitacao por 15 minutos (Figura 6) obtendo um pH
final de 6,0.

As nanoparticulas brancas foram desenvolvidas por meio de do

gotejamento do AH em dispersao de QS.
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Figura 6 — Representacdo esquematica da técnica de preparo das nanoparticulas poliméricas
por complexacdo polieletrolitica contendo mesalazina (MLZ), quitosana (QS), propionato
(PROP) e &cido hialurénico (AH).

NPs

‘mE
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QS +PROP
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o 2] ©

Fonte: figuras retiradas do Biorender®
Ao final do desenvolvimento das NPs, as particulas finais obtidas foram

denominadas de acordo com as siglas abaixo representadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Siglas das nanoparticulas desenvolvidas e respectivos componentes utilizados
em sua formulagéo. As siglas foram definidas de acordo com a composi¢ao de cada sistema

nanoparticulado.

Amostra Componentes
NP B Nanoparticula com &cido hialurénico e quitosana — sem
- farmaco
Nanoparticula com acido hialurénico, quitosana e amido
NP_B_AR )
retrogradado — sem farmaco
Nanoparticula com &cido hialurénico, quitosana, amido
NP_MLZ_AR _
retrogradado e mesalazina
NP_MLZ Nanoparticula com acido hialurdnico, quitosana e mesalazina
Nanoparticula com &cido hialurénico, quitosana, mesalazina e
NP_MLZ-P _
propionato
Nanoparticula com acido hialurénico, quitosana, amido
NP- MP_AR _ _
retrogradado, mesalazina e propionato

4.2.3 Caracterizagdao fisico-quimica das nanoparticulas
4.2.3.1 Analise do diametro hidrodinAmico médio, indice de polidisperséo e potencial

zeta das nanoparticulas por DLS
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O indice de polidispersdo (Pdl) e o diametro hidrodindmico médio do
sistema foi analisado por meio da técnica de espalhamento de luz dinamico, utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano-ZS em angulo de deteccéo de 173° a 25°C. Por meio
do software do equipamento foi medida a difuséo aleatéria do sistema, o resultado foi
convertido no diametro hidrodindmico das particulas e em distribuicdo de tamanhos
dadas a partir da equacdo de Stokes-Einstein. Ja o potencial zeta do sistema foi
determinado em analisador de particulas Zetasizer Nano-ZS, sob angulo de 173°, pela
técnica de mobilidade eletroforética. Todas medidas foram realizadas em triplicata,
sem e com incorporacdo do principio ativo e sem a necessidade de diluicdo da

amostra.

4.2.3.2 Analise do diametro, indice span e concentracdo das nanoparticulas por NTA

O diametro hidrodindmico e a concentragdo das nanoparticulas foram
determinadas por meio do rastreamento do movimento browniano, utilizando o
analisador de nanoparticulas Nanosight a 25 °C. Para a andlise as amostras foram
diluidas em agua ultrapurificada na proporcéo 1:50 (v/v), colocadas em uma seringa
de 1 mL e carregadas no sistema. As analises foram realizadas utilizando do software
NTA 3.0. Todas medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.3.3 Caracterizacdo das nanoparticulas por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier

A caracterizacdo quimica das amostras foi realizada por espectroscopia no
infravermelho por transformacdes de Fourier (FTIR), utilizando espectrometro
equipado com acessorio de refletdncia total atenuada (ATR). As andlises foram
conduzidas em temperatura ambiente, na faixa espectral de 4000 a 400 cm™, com
resolucéo de 4 cm™ e acumulo de 50 varreduras por amostra.

As amostras foram previamente congeladas (- 20 °C/24 horas) e liofilizadas
(por 24 horas), em Liofilizador Micromodulo Thermo Scientific e acondicionadas em
dessecador até o0 momento da analise. Para obtencédo dos espectros, pequenas
guantidades das formula¢gdes foram posicionadas diretamente sobre o cristal ATR,
aplicando-se pressdo constante para garantir adequado contato com a superficie do
cristal.

Os espectros obtidos foram tratados pelo software do equipamento, com
correcdo de linha de base e normalizacdo quando necessario. A interpretacdo dos
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espectros foi realizada por comparagao entre os materiais isolados e as formulacdes
desenvolvidas, avaliando possiveis deslocamentos, desaparecimento ou surgimento

de bandas caracteristicas, indicativos de interacées quimicas entre 0s componentes.

4.2.3.4 Caracterizacao das nanoparticulas por andlises térmicas

O comportamento térmico das nanocapsulas foi avaliado por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e analises termogravimétricas (TGA), em equipamentos
DSC 4000 e TGA 400 (PerkinElmer®), respectivamente. Foram analisados
individualmente cada um dos componentes isolados, bem como as formulagtes
obtidas por complexacéo direta, complexacéo indireta e a formulagcdo branca. As
curvas de DSC foram obtidas utilizando calorimetro, em atmosfera de nitrogénio, com
razao de fluxo de 20 mL/min e taxa de aguecimento de 10 °C/min, entre 20 e 400 °C.
Os termogramas TG/DTG foram obtidos em termobalanca, em atmosfera de
nitrogénio, com razao de fluxo de 50 mL/min e taxa de aquecimento de 15 °C/min,
entre 30 e 600 °C.

4.2.4 Andlise da estabilidade fisica preliminar das nanoparticulas

As nanoparticulas poliméricas foram submetidas a avaliagdo da
estabilidade fisica preliminar por um periodo de 90 dias. Para isso, foram
acondicionadas em frascos de vidro, armazenadas em geladeira (temperatura de
aproximadamente 4 °C), protegidas da luz direta. Em tempos pré-determinados (1, 7,
15, 30, 45, 60, 90 dias), as particulas foram monitoradas utilizando o equipamento
Zetasizer Nano-ZS, sob angulo de 173°, para andlise do diametro hidrodinamico e Pdl,
por meio da difusdo aleatéria do sistema, e do potencial zeta, pela técnica de

mobilidade eletroforética.

4.2.5 Avaliacédo da eficiéncia de associacdo (EA%)

A eficiéncia de associacdo da MLZ e do PROP foi realizada pela separagao
do principio ativo livre e aquele incorporado nas nanocapsulas por meio do metodo de
filtracdo-ultracentrifugagdo. Uma aliquota da suspenséo contendo as nanoparticulas
foram adicionadas no filtro Amicon Ultra 15 (Millipore, 50 kDa) e centrifugadas a 3.600
rom durante 10 minutos. A concentracdo de principio ativo foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a partir da metodologia analitica que

foi previamente desenvolvida pela candidata de acordo com o Apéndice 1. Todas as
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analises foram realizadas em triplicata. A eficiéncia de associacdo (EA%) foi calculada

pela Equacéo 1:

Concentracao de ativo quantificado

EA% =

x 100 (Equacéo 1)

Concentragao total de ativo adicionado

O teor de farmaco incorporado as nanoparticulas (drug loading, DL) foi
determinado a partir da quantificacéo direta da quantidade de mesalazina presente no
sistema nanoparticulado. O DL foi expresso como a raz&o entre a massa de farmaco
efetivamente associada as nanoparticulas e a massa total do sistema (farmaco +

polimero), conforme descrito na Equacao 2:

Massa de farmaco associado

DL% =

x 100 (Equacéo 2)

Massa da nanoparticula

4.2.6 Andlise morfolégica das nanoparticulas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A caracterizagdo morfolégica das nanoparticulas foi realizada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando microscépio LEO 440 (LEO
Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Reino Unido) com as particulas intactas. As
amostras foram depositadas em um suporte metalico do tipo stub e submetidas para

andlise para avaliar as caracteristicas morfoldgicas do sistema.

4.2.7 Determinacdo do perfil de liberacdo in vitro de mesalazina e propionato
no sistema nanonomeétrico

O ensaio de liberacdo das nanoparticulas foi avaliado em meio &cido
(tampéao cloridrico em pH 1,2) durante 120 minutos, tampao fosfato (pH 6,8) por 360
minutos, a fim de simular os valores de pH dos meios gastrico e colénico. Um volume
de MLZ e PRORP livres e da suspensao de nanoparticulas (NP_MLZ e NP_MLZ-P)
correspondente a concentracdo de 100 pg/mL de MLZ e PROP foi adicionado a 1 mL
dos respectivos meios de dissolucdo em vials e incubados em incubadora shaker a
37 °C, sob agitacéo de 35 rpm. As coletas foram efetuadas em diferentes tempos (15,
30, 45, 60, 90 e 120 min para pH 1,2 e 15, 30, 60, 90, 120, 150, 240. 300 e 360 para
os tampdes PBS 6,8). O meio foi coletado, filtrado em membrana de PTFE 0,20 um e
centrifugado a 15000 rpm por 15 min e a MLZ e o PROP foram quantificados por

CLAE, através das curvas nos meios de liberacdo previamente preparadas.

4.2.8 Andlise da cinética de liberacdo de mesalazina e propionato nas

nanoparticulas
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Modelos matematicos foram aplicados para avaliar os mecanismos de
liberacdo do farmaco. A liberacéo foi analisada por ajuste (software SigmaPlot 14.0) a
diferentes modelos matematicos (Korsmeyer - Peppas, Higuchi, First order, Hixson -

Crowell, Baker - Lonsdale e Weibull) pelo maior coeficiente de determinagéo ajustado

(r2).

4.2.9 Avaliacdo da performance bioldgica in vitro
4.2.9.1 Estudo da interacdo entre as nanoparticulas e mucina pela analise do
potencial zeta

Foi realizado o estudo da influéncia da interacao entre as nanoparticulas e
a mucina a partir do potencial zeta, em valores de pH correspondentes ao meio
gastrico (pH 1,2), colénico saudavel (pH 6,8) e colonico inflamado (pH 5,8). Dispersoes
de mucina em tampéo fosfato de 6,8 e 5,8 e em tampé&o de &cido cloridrico (pH 1,2)
nas concentragcbes (50, 250 e 500 pg.mL-1) foram preparadas, respectivamente,
utilizando HCI 0,1N e NaOH 0,2N. Foram adicionados 500 pL da dispersdo de
particulas em 1500 L de dispersdo de mucina em cada uma das concentracdes. As
misturas foram homogeneizadas e incubadas por 30 min a 37°C, em incubadora
shaker. Em seguida, o potencial zeta das amostras foi determinado, em triplicata e, 0s

resultados comparados com os valores das amostras sem adi¢cdo de mucina.

4.2.9.2 Avaliacdo da biocompatibilidade das nanoparticulas poliméricas em células
HT29-MTX e Caco-2

O ensaio de resazurina foi aplicado para avaliar a viabilidade de todas as
nanoparticulas, controles, e MLZ livre em células Caco-2 e HT29-MTX. As células
foram cultivadas em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, 1% de aminoacidos
nao essenciais (NEAA) e 1% de antibidticos (Penicilina/Estreptomicina), em seguida
semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Posteriormente, o meio sera
removido e as células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2 e 95% de umidade
relativa por 4 h e 24 h nas concentragdes de 1,53 pg/mL, 3,83 pg/mL, 7,66 pg/mL,
15,31 pg/mL, 38,29 ug/mL e 76,57 ug/mL da suspensao de nanoparticulas no meio
completo. O controle negativo utilizado foi DMSO (30% v/v) para controle de morte e
o controle positivo foi 0 meio para normalizar todos os dados referentes a 100% de
viabilidade. Ap6s o tempo de incubagéo (24 h), uma solugéo de resazurina (20% v/v)
foi adicionada a placa de pogos e a placa foi incubada protegida da luz a 37 °C por 2

h. A fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda de excitacdo e emissao de
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530 nm e 590 nm, respectivamente, utilizando um leitor de microplacas BioTek

Synergy Mx (BioTek Instruments Inc.).

4.2.9.3 Avaliacdo da biocompatibilidade das nanoparticulas poliméricas em
macréfagos

A avaliacdo da biocompatibilidade foi realizada com linhagem de
macrofagos murinos Raw 264.7. Para isso, células foram cultivadas em meio DMEM
com suplementacédo de 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, mantidas a 37 °C
sob atmosfera de 5% de CO2. Para a realizacdo do ensaio de resazurina, 0S
macréfagos foram semeados em placas de 96 pocos e incubados por 24 h para
adesdo. O delineamento se baseou em duas condic8es bioldgicas: na presenca e na
auséncia de estimulo inflamatério induzido por LPS (100 ng/mL). As células foram
tratadas com amostras nas concentracoes finais de 76,57; 38,29; 15,31, 7,66; 3,83 e
1,53 pg/mL, controle negativo (DMSO, 30%) e positivo, com células em meio com e
sem a presenca de LPS, para o grupo nao inflamado e inflamado, respectivamente.
Apos incubacédo o meio foi removido e a solucdo indicadora da resazurina (20%) foi
adicionada. As placas foram incubadas protegidas da luz a 37°C por 2 h. A
fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda de excitacdo e emissédo de 530
nm e 590 nm, respectivamente, utilizando um leitor de microplacas BioTek Synergy

LX (Agilent Instruments).

4.2.9.4 Permeabilidade in vitro em modelo 3D

O modelo intestinal multicamadas foi realizado de acordo com o descrito
por Ferreira et al. (2025). Para preparar o modelo 3D, inserts (1,0 um) foram virados
de cabeca para baixo em placas de 6 pocos, revestidos com 0,2% (m/v) de gelatina
(Merck®) a temperatura ambiente por 1h para aumentar a adesdo de HPMEC, entéo
células HPMEC-ST1.6R cultivadas em meio M199 suplementado foram semeadas a
uma densidade de 5x10* células/cm? por 2h. Uma solugao de PBS foi adicionada a
cada poco de 6 pocos para manter a umidade. Depois disso, 0s inserts foram
colocados de volta em uma placa de 12 po¢os em sua posi¢ao original. Hidrogéis de
colageno-alginato foram preparados usando 6 mg/mL de colageno, 1 mg/mL de
alginato e 10° HIF/mL. A camada de colageno-alginato impregnada com fibroblastos
foi entdo semeada com 10° células/cm? de células Caco-2 e HT29-MTX (na proporgéo

de 9:1, respectivamente) em 0,5 mL de DMEM apoés um intervalo de gelificacéo de 30
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minutos. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO, ap0s a adicdo de 1,5 mL

de DMEM na face basolateral.

Figura 7 — Representacdo esquematica do modelo celular tridimensional multicamadas
utilizado como biomimético do epitélio intestinal inflamado para os ensaios de permeabilidade
das nanoparticulas. O modelo foi desenvolvido para reproduzir caracteristicas estruturais e
funcionais da mucosa intestinal inflamada, possibilitando a avaliacdo do transporte, retencdo

e interacdo das formulacdes nanoestruturadas através da barreira epitelial.
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Fonte: Silvestre et al., 2025

Apos um periodo de cultura de 21 dias, o0 meio dos pocos foi substituido
por HBSS + 0,1% (m/V) de poloxamer 407 para garantir a solubilidade dos principios
ativos. em ambos os compartimentos, Aliquotas (200 puL) de cada amostra de
tratamento foram coletadas do compartimento basolateral em intervalos
predeterminados (15, 30, 60, 120 e 240 minutos) e 0 mesmo volume foi substituido
por HBSS recém-aquecido no lado basolateral. Ao mesmo tempo, os valores de
Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER) foram registrados para verificar se a
integridade do modelo foi mantida ao longo do tempo. Apds o ultimo ponto de coleta,
a membrana do insert, bem como o gel de colageno-alginato, foram coletados em
tubos de microcentrifuga separados. A quantidade de MLZ que permeou o modelo 3D
inflamado in vitro foi entdo avaliada usando um leitor de microplacas BioTek Synergy
Mx (BioTek Instruments Inc. ®) a 320 nm. Os resultados de permeabilidade seréo
expressos em porcentagem da permeabilidade ao farmaco e a permeabilidade

aparente (Papp) sera calculada usando a seguinte equacéao:
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AQ

Papp - Ax Cqox At

(Equacéo 3)

onde AQ é a quantidade de composto detectada na face basolateral (mg),
A é a area de superficie do inserto (cm?), Co € a concentragao inicial no compartimento
apical (mg/ml) e At é o tempo do experimento (s).

Os ensaios de biocompatibilidade celular e permeabilidade foram
realizados no grupo de pesquisa Nanomedicines & Translational Drug Delivery Group,
coordenado pelo Prof. Dr. Bruno Sarmento, no Instituto de Pesquisa e inovacdo em
saude da Universidade do Porto (Porto, Portugal), durante a bolsa de estagio de
pesquisa no exterior (Processo FAPESP 2025/08963-0).

4.2.9.5 Capacidade de reducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
intracelulares

A capacidade das NPs em reduzir espécies reativas de oxigénio (EROS)
intracelulares foi avaliada utilizando células Raw 264.7. As células foram semeadas
em uma placa de 96 pocos na densidade de 1,0 x 10* células por pog¢o e cultivadas
sob condi¢bes padrao (37 °C, 5% de CO,) por 24 h. Ja com a confluéncia adequada,
as células foram tratadas com MLZ livre ou NPs (38,28 e 76,57 ug/mL) por 2 h, com
posterior indugao de estresse oxidativo com LPS (1 ug/mL) por 24 h. Em uma etapa
posterior, as células foram incubadas com diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA, concentragao final de 10 pM) por 30 min a 37 °C, abrigado da luz. Em
seguida, foi feita uma lavagem com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) para
remover o excesso de sonda e os niveis intracelulares de EROs foram quantificados
através da medicao da intensidade de fluorescéncia (490/520 nm) utilizando um leitor

de placas (Biotek Synergy LX®).

4.2.10 Anélise estatistica

Quando aplicavel, as diferencas significativas entre os valores obtidos
foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) seguida por comparacfes multiplas
pelo método de Tukey (p < 0,05), com auxilio do software Origin 9.0, GraphPad Prism
6 e/ou Sigma Plot 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéao e caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas por DLS

O uso de nanoparticulas (NPs) para DIl permite a realizacdo de uma
liberagdo mais eficiente nos tecidos doentes, por conseguirem se acumular nas
células epiteliais inflamadas pelo efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas
(EPR) (Nunes et al., 2019). Ademais com a intencdo de obter um sistema ainda mais
favoravel a regido do colon, com propriedades mucoadesivas e resisténcia as enzimas
do trato gastrointestinal superior, a QS, o AH e AR foram escolhidos como
polissacarideos para o desenvolvimento do sistema. Baseado nas propriedades fisico-
guimicas dos polimeros e em suas vantagens intrinsecas para desenvolvimento de
um sistema de liberacdo controlada, utilizou-se a técnica de complexacao
polieletrolitica, em que, a formacao dos complexos que ddo origem a nanoparticula
polimérica ocorre por meio de interacdes eletrostaticas entre polieletrolitos de cargas
opostas (polications e polianions) devido as diferencas de carga. Ademais, interacdes
intermoleculares também estado presentes e sao parte responsaveis pela formacao
das interacoes entre as cadeias, podendo acontecer ligacdes de hidrogénio, forcas de
van der Waals, interacdes hidrofébicas e interacdes dipolo (Meka et al., 2017).

Utilizando da técnica citada, uma NP inicial foi desenvolvida contendo os
polimeros QS, AR e AH, com os dois ultimos formando a blenda de AH:AR (3:1)
(NP_B_AR). Em seguida, outra particula foi elaborada possuindo apenas os polimeros
AH e QS (NP_B), com o intuito de realizar uma comparacédo entre os sistemas com a
presenca e auséncia de AR. Em uma fase preliminar por meio uma andlise
macroscopica, a formacao de agregados das duas formulagbes foram analisadas.
Visualmente, as NPs ndo demonstraram presenca de agregados.

Além da andlise macroscoépica, outros fatores como o tamanho, carga
superficial (PZ) e homogeneidade do sistema nanoparticulado (Pdl) sdo usados para
determinar propriedades fisico-quimicas das NP que podem afetar a performance da
formulacdo. Por esse motivo, analises de caracterizagdes relacionadas a distribuicéo
de particulas sédo essenciais no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos (Hickey et al., 2015). Dessa forma, as analises correspondentes foram

conduzidas em DLS e seus resultados organizados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Diametro hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta das
nanoparticulas poliméricas obtidas nesse estudo. As analises foram realizadas em DLS sob
angulo de deteccao de 173° & 25 °C. Os valores representam a média + DP de trés analises

independentes (n=3).

Diametro hidrodinamico

Amostra (nm) Pdl Potencial zeta (mV)
NP_B 237 +13 0,17 £ 0,03 +21+2
NP_B_AR 253 + 67 0,28 + 0,05 +18 + 8
NP_MLZ 221 + 25 0,24 £ 0,04 +22 1
NP_MLZ_AR 238 + 58 0,27 £ 0,03 +17 + 4
NP_MLZ-P 2339 0,22 + 0,03 +29 2
NP- MP_AR 212 + 42 0,17 £ 0,04 +15+ 3

NP_B: nanoparticula de acido hialurénico e quitosana; NP_B_AR: nanoparticula de quitosana,
acido hialurénico e amido retrogradado; NP_MLZ_AR: nanoparticula contendo &cido
hialurénico, quitosana, amido retrogradado e mesalazina; NP_MLZ: nanoparticula contendo
acido hialurdnico, quitosana e mesalazina; NP- MP: nanoparticula contendo acido hialurénico,
quitosana, mesalazina e propionato; NP- MP_AR: nanoparticula contendo &cido hialurénico,
amido retrogradado, quitosana, mesalazina e propionato.

De acordo com as diretrizes regulatorias do Food and Drug Administration
(FDA, 2014) embora nanoparticulas sejam caracterizadas como particulas com
didametro hidrodinamico inferior a 100 nm, sistemas de liberacdo de farmacos com
finalidade terapéutica podem ter flexibilidade de tamanho devido as propriedades
atribuidas podendo obter uma variacdo de 100 a 1000 nm, variacBes essas
visualizadas na Tabela 1 com os tamanhos de particulas obtidas.

De acordo com a Tabela 1, as particulas sem a presenca de farmaco, NP_B
e NP_B_AR, apresentaram um diametro hidrodinamico médio de 237 nm e 253 nm,
respectivamente, sem diferencas estatisticas relevantes (p<0,05). A pequena
diferenca entre as particulas sem MLZ e PROP, apesar da presenca de um
componente a mais, podem estar associadas as propriedades do AR. O AR possui a
capacidade de interagir com polimeros via ligagcbes de hidrogénio, sugerindo a
promocédo da reorganizagao estrutural de forma a promover a formacéo de matrizes
menores. Ademais, suas regides cristalinas podem estar atuando, durante a formacéao
das NPs, diminuindo a agregacao intermolecular entre a QS e o AH, que usualmente

formam NPs maiores e menos organizadas ofertando ligagbes de hidrogénio
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adicionais que promovem um arranjo mais compacto (Bagliotti Meneguin; Stringhetti
Ferreira Cury; Evangelista, 2014; Gaikwad et al., 2024; Liu et al., 2025).

O indice de polidispersao (Pdl) é definido pela distribuicdo de tamanhos
das NPs presentes, medindo sua homogeneidade. Um Pdl apresentado entre 0,1 e
0,30 indica uma distribuicdo estreita, ou seja, uma populagdo monodispersa, enquanto
valores acima de 0,5 sugerem uma distribuicdo ampla, denominada como polidispersa
(Hoseini et al., 2023). Na NP_B e NP_B_AR o indice se manteve em 0,17, e 0,28,
respectivamente, indicando uma populagdo monodispersa nas duas particulas, sendo
que, tendo a particula com amido aumentou a polidispersdo do sistema,
possivelmente devido ao aumento da viscosidade do meio acarretada por ele que
predispds o sistema a possivel agregacao entre as particulas ou devido a presenca
de amido livre (insoltvel) na solugéo (Liu et al., 2021).

Em uma etapa seguinte, novas NPs foram desenvolvidas, partindo da
NP_B e NP_B_AR adicionando MLZ na formula¢do (NP_MLZ, NP_MLZ_ AR). As NPs
demonstraram auséncia de agregados. Ao passo que o diametro hidrodinamico,
exibido na Tabela 1, apresentou um valor médio de 221 nm e 237 nm, com um PdI de
0,24 e 0,27, respectivamente, indicando homogeneidade na distribuicdo de suas
populacdes e sem diferencas estatisticas relevantes (p< 0,05). Posteriormente, MLZ
e PROP foram adicionados ao sistema, originando a formulacao final NP_MLZ-P_AR
e NP_MLZ-P, para comparacdo de duas particulas contendo ambos os principios
ativos com a presenca e auséncia do AR.

As amostras obtidas da formulacdo com todos os componentes (NP_MLZ-
P_AR) e a auséncia de AR (NP_MLZ-P) exibiram um diametro hidrodindmico médio
212 nm em um PdI médio de 0,17 e 233 nm em um Pdl médio de 0,22, apresentando
distribuicdo de tamanho homogénea e unimodal (Figura 8) com os valores estatisticos
sem grandes diferencas (p< 0,05). Sugere-se, que a adicdo de MLZ (carregado
negativamente) e PROP (carregado negativamente) possa ter promovido maior
interacao eletrostatica por meio de &reas adicionais com 0s grupos ionizaveis presente
nos polimeros, gerando uma reorganizacao das cadeias poliméricas, gerando uma
malha mais compacta, levando a reducdo do tamanho da particula quando

comparadas as particulas sem os principios ativos (Robusti et al., 2025).
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Figura 8 — Gréficos de distribuicdo do didmetro hidrodindmico (nm) das nanoparticulas
poliméricas processadas por DLS sob angulo de dete¢éo de 173° a 25 °C, em que (A) NP_B,;
(B) NP_MLZ-P; (C) NP_B_AR; (D) NP_MLZ-P_AR.
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O potencial zeta (PZ), também chamado de potencial eletrocinético,
representa a variacdo de potencial entre a camada dupla elétrica de particulas e a
camada dispersante (Bhattacharjee, 2016; Honary; Zahir, 2013). Quando apresentam
valores entre -10 e +10 mV, as NPs sdo ditas como préoximas a neutralidade e em
valores maiores que +30 mV ou menores que -30 mV séo ditas como intensamente
catidnicas ou intensamente anidnicas, respectivamente, possuindo elevada repulsao
eletrostatica entre si e gerando menor possibilidade de agregacao e maior estabilidade
coloidal (Clogston; Patri, 2011; Parveen; Sahoo, 2010).

ANP_B e NP_B_AR, como pode ser observado na Tabela 1, apresentaram
o potencial de +21 mV e +18 mV, indicando que a presenca de amido pode estar
relacionada a reducdo do PZ por alterar a organizacéo e hidratacdo do meio (Chavan
et al., 2021). Além de ser um indicativo de uma futura possivel queda de estabilidade
devido a n&o obtencgéo de valores proximos a +30 mV. A densidade de carga positiva
€ resultante dos grupos aminos presentes na quitosana.

Na presenca do farmaco (NP_MLZ) os valores do PZ se mantiveram em
+22 mV, indicando a predominancia das cargas positivas da QS. Com a adicdo do
PROP (NP_MLZ-P) o valor se elevou para +29 mV, ainda indicando a forte
predominéncia da carga da QS e a possibilidade de os principios ativos ndo estarem

associados completamente ou estarem integrados na matriz, ndo apresentando
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influéncias na carga superficial da particula (Athaval et al., 2022). Entretanto, quando
adicionamos mais um polimero aniénico (AR) (NP_MLZ-P_AR) os valores se reduzem
para +15 mV, indicando mais uma vez a possivel influéncia do AR em alterar a

organizacgao da estrutura (Chavan et al., 2021).

5.2 Avaliagdo da distribuicdo de tamanho e concentracdo de nanoparticulas
por analise de rastreamento de nanoparticulas

A técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA) tem sua leitura
embasada no movimento browniano, espalhamento de luz e a equagao de Stokes-
Einstein, em que por meio de uma camera, o deslocamento de particulas é observado
ao longo do tempo buscando a dispersdo de maneira individual e calculando o
tamanho de cada particula (Bender et al., 2012; Wells et al., 2024). Dessa forma, o
NTA se destaca ao investigar agregacao e distribuicho mais amplas quando
comparadas ao DLS (Wells et al., 2024).

Utilizando dessa técnica de caracterizacdo, as amostras com a presenca
(NP_MLZ, NP_MLZ-P, NP_MLZ-P_AR) e auséncia dos principios ativos foram
avaliadas (NP_B, NP_B_AR) e as distribuicbes de tamanho e concentragbes

encontradas durante a analise, estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo de tamanho a partir de analise no NTA

Diametro Concentracao
D10 D50 D90 ]
(nm) (particulas/mL)
NP B 497 354 492 653 5,18 x 10%°+/- 1,10 x 10°
10 4/ 8
NP_B_AR 154 126 149 187 2,37 x 1019 +/- 5,09 x 10
10 4/ 8
NP_MLZ-P 348 251 322 474 4,11 x 1019 +/- 9,05 x 10
10 4/ 8
NP_MLZ-P_AR 197 164 192 240 1,61 x 101°+/- 9,05 x 10

NP_B: NP de &cido hialurdnico e quitosana; NP_B_AR: NP de quitosana, acido hialurénico e
amido retrogradado; NP_MLZ: NP contendo acido hialurénico, quitosana e mesalazina; NP-
MP: NP contendo acido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato; NP- MP_AR: NP
contendo &cido hialurénico, amido retrogradado, quitosana, mesalazina e propionato.

Nas NPs sem MLZ e PROP, os valores encontrados para o diametro
hidrodindmico foram de 497 nm sem a presenca do AR e 154 nm quando formulado

com o amido, com uma concentragéo de 5,18 x 1010 +/- 1,10 x 109 particulas/ml e
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2,37 x 1010 +/- 5,09 x 108 particulas/mL, respectivamente. O mesmo padrdo é
observado nas NPs com ambos os principios ativos, em que as particulas sem AR se
apresentaram maior com 348 nm em comparacdo a NP_MLZ-P_AR com apenas 197
nm, e com concentragdes maiores de 4,11 x 1010 +/- 9,05 x 108 particulas/mL quando
em comparacdo com a concentracdo de 1,61 x 1010 +/- 9,05 x 108 particulas/mL na
presenca de AR.

Tais diferencas de tamanho entre as particulas corroboram com os dados
avaliados no DLS, em que os valores do diametro na presenca de amido se
apresentaram menores. Validando a possibilidade de as propriedades do AR estarem
diretamente associadas a compactacdo do tamanho apresentado.

Ademais, quando comparados com os valores obtidos por meio do DLS, os
valores obtidos pelo NTA foram menores nas NP_B_AR e NP_MLZ-P_AR. A diferenca
pode estar associada ao principio diferente entre as duas técnicas, em que o DLS
mede o diametro hidrodindmico médio das particulas e pode contabilizar agregados
como uma Unica particula, enquanto o NTA visualiza as particulas de forma individual
e distingue diferentes populacdes (Kowkabany et al., 2024; Rodriguez-Loya et al.,
2024). Contudo, quando observamos os valores de NP_B, NP_MLZ e NP_MLZ-P
vemos que o0s numeros obtidos pelo NTA se apresentaram maiores, trazendo a
possibilidade de as amostras analisadas estarem mais heterogéneas em comparacao
as outras. Essa ideia é reforcada quando é observado os valores de D10, D50 e D90
em que € mostrada uma dispersdo mais ampla (Kim et al., 2019). Ainda assim, 0s
valores obtidos se enquadram dentro dos padrdes da literatura entre 100 a 1000 nm,
com as patrticulas finais (NP_MLZ-P e NP_MLZ-P_AR) obtendo os menores valores
com baixa amplitude (George et al., 2019).

Vale complementar que todas as concentracdes obtidas, com ou sem AR
e com ou sem a presenca dos principios ativos, apresentaram valores na poténcia de

dez, indicando uma boa faixa de formacao de particulas.

5.2.1 Caracterizacdo das nanoparticulas por espectroscopia no infravermelho
transformada de Fourier

A andlise feita por FTIR tanto dos componentes separadamente quanto da

NPs, permitiu avaliar as modifica¢des estruturais ocorridas durante a formacao dos

sistemas nanoestruturados, além de identificar indicios importantes de interacdo

intermolecular entre QS, AH, AR, MLZ e PROP, conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Espectros de FTIR dos componentes isolados e das nanoparticulas poliméricas.
(A) quitosana (QS), acido hialurénico (AH), amido retrogradado (AR), mesalazina (MLZ) e
propionato (PROP); (B) nanoparticulas NP_B AR e NP_MLZ-P_AR; e (C) nanoparticulas
NP_B, NP_MLZ e NP_MLZ-P.
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PROP: propionato; QS: quitosana; AH: acido hialurénico; AR: amido retrogradado; MLZ:
mesalazina; NP_B_AR: nanoparticula contendo acido hialurébnico e amido retrogradado,
quitosana; NP_MLZ-P_AR: nanoparticula contendo &cido hialurénico, amido retrogradado,
guitosana, mesalazina e propionato; NP_B: nanoparticula contendo &cido hialurénico,
quitosana; NP_MLZ: nanoparticula contendo é&cido hialurénico, quitosana e mesalazina,;
NP_MLZ-P: nanoparticula contendo acido hialurdnico, quitosana, mesalazina e propionato.

Os espectros dos componentes isolados apresentaram bandas
vibracionais compativeis com as suas estruturas quimicas. A QS (Figura 9A), por
exemplo, apresentou uma banda mais larga entre 3500-3200 cm™ relacionada ao
estiramento dos grupos O-H e N-H, além do aparecimento de bandas de 1640 cm™ e
1540 cm™ relacionadas as vibra¢6es do grupo amida (amida | e amida Il), presentes
em quitosana parcialmente desacetilada (Kittur et al., 2002; Polexe; Delair, 2013).

O AH (Figura 9A) apresentou bandas importantes entre aproximadamente
1600-1400 cm™ associadas aos grupos carboxilato (COO~), encarregados pela
natureza anioénica do polimero e por sua elevada capacidade de interacao eletrostatica
(Moghadam et al., 2017). No AR bandas discretas referentes as suas vibracdes O-H
e as liga¢bes glicosidicas C-O-C apareceram em 3200-3500 cm™ e 1100-1150 cm™,
respectivamente, comportamento frequentemente correlacionado ao aumento da
organizacdo molecular promovido pelo processo de retrogradacédo do amido (Singh et
al., 2003). J4 a MLZ apresentou um espectro mais definido, com bandas associadas
aos grupos funcionais hidroxila (3200-3600 cm™), amino (3300-3500 cm™) e carboxila
(2500-3300 cm™), além de mostrar bandas caracteristicas do anel aromatico abaixo
de 900 cm™, o PROP por outro lado, exibiu bandas referentes aos seus grupos
carboxilatos ionizados entre aproximadamente 1500-1300 cm™ (Sisodiya et al., 2024;
Villalobos et al., 2021).

Apos a formacgdo das NPs, observaram-se alteragfes importantes nesses
perfis espectrais. Nas formulacfes contendo os polimeros QS e AH ocorreu
alargamento significativo da banda entre 3500-3200 cm™, indicando que houve um
aumento das ligacbes de hidrogénio e a formagdo do complexo polieletrolitico entre
0S grupos amino protonados da QS e os grupos carboxilato do AH. Paralelamente, as
bandas caracteristicas do AH na regido entre 1600-1400 cm™ demonstraram a
ocorréncia de uma reducéao de intensidade e perda da definicdo do espectro, trazendo
a possibilidade de uma participagéo direta dos grupos COO™ na interacao eletrostética
com a QS. Alteracdes similares também foram observadas na regido de 1150-1000

cm™, correspondente as vibracdes das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos,
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indicando reorganizacdo conformacional das cadeias poliméricas apés a formacéo do
sistema. Essas modificacbes sdo amplamente exibidas na literatura como evidéncias
da formacao de nanoparticulas por complexacao entre QS e AH (Polexe; Delair, 2013;
Abka-khosroo et al., 2017).

A NP_B_AR (Figura 9B) apresentou um espectro mais homogéneo quando
comparado aos componentes na Figura 9A, sugerindo diminuicdo da organizacdo das
moléculas de cada um dos polimeros e a ocorréncia da integracdo do AR a matriz
formada por QS e AH. Com a incorporagéo da MLZ e do PROP na NP_MLZ-P_AR,
observou-se aumento da complexidade do sistema, principalmente devido ao maior
alargamento e intensidade da banda entre 3500-3200 cm™, indicando a possibilidade
de um aumento das interacGes intermoleculares promovidas pelos grupos amino,
hidroxila e carboxila da MLZ. Além disso, as bandas caracteristicas da MLZ,
especialmente aquelas préximas de 1647 cm™, 1571 cm™ e abaixo de 900 cm™,
apresentaram reducéo significativa de intensidade e perda de definicdo espectral. O
mesmo comportamento foi observado para as bandas do PROP entre
aproximadamente 1500-1300 cm™. Essas mudancas sugerem que MLZ e PROP néo
estdo apenas fisicamente dispersos na matriz, mas efetivamente associados e
molecularmente distribuidos na matriz polimérica, comportamento frequentemente
relacionado a amorfizacao parcial dos principios ativos em sistemas nanoestruturados
(Passerini et al., 2002; Pereira et al., 2024).

Esse comportamento tornou-se ainda mais claro nas nanoparticulas
NP_MLZ e NP_MLZ-P. Embora a NP_B (Figura 9C) ja apresentasse forte interacao
entre QS e AH, evidenciada pelo alargamento das bandas O-H/N-H e pela diminuicédo
da definicdo das bandas COQO™, a incorporagcdo da MLZ promoveu aumento da entre
os grupos funcionais do farmaco e os polimeros da matriz. Na NP_MLZ, as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais da MLZ tornaram-se menos definidas,
especialmente na regidao entre aproximadamente 1700-1400 cm™ e abaixo de 900
cm™, indicando forte interacdo intermolecular e associacdo do farmaco. Ja na
NP_MLZ-P observou-se o espectro mais homogéneo dentre todas as formulacdes
analisadas, com perda ainda maior da individualidade espectral da MLZ e do PROP.
A regiao fingerprint apresentou perfil mais suavizado e menos resolvido, sugerindo a
ocorréncia de um aumento da amorfizacdo do sistema e maior reorganizacéo
estrutural da matriz nanoparticulada, indicando uma melhora do perfil de MLZ como

um farmaco classe IV.
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De maneira geral, a analise comparativa dos espectros FTIR demonstrou
gue a formacgao das nanoparticulas promoveu importantes alteracdes estruturais em
relacdo aos componentes isolados. O alargamento progressivo das bandas
relacionadas as ligagdes O-H/N-H, a reducéo da intensidade das bandas COO™~ do AH
e a perda de definicdo das bandas caracteristicas da MLZ e do PROP evidenciam a
formagdo do complexo polieletrolitico QS/AH e fortes interagfes intermoleculares
entre 0s polimeros e 0s compostos bioativos. Essas modificacbes sugerem
reorganizacdo conformacional da matriz, reducdo da cristalinidade dos principios
ativos e associagdo efetiva da MLZ e do PROP nas nanoparticulas, comportamento
amplamente relatado para sistemas nanoestruturados destinados a liberacao

controlada de farmacos (Polexe; Delair, 2013; Pereira et al., 2024).

5.2.2 Caracterizacdo das nanoparticulas por analises térmicas

As analises térmicas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TGA) foram empregadas com o intuito de investigar a estabilidade
térmica, os eventos endotérmicos e exotérmicos e possiveis interagcbes fisico-
guimicas entre os componentes das formulac6es nanoparticuladas. Embora ambas
as técnicas sejam baseadas na resposta do material a variacao de temperatura, cada
uma fornece informacdes distintas e complementares. A andlise por DSC permite a
identificacdo de transi¢cdes térmicas como fusdo, cristalizacdo, transicao vitrea e
degradacdo, a partir das variacbes de fluxo de calor associadas a processos
endotérmicos ou exotérmicos. JA O TGA fornece dados quantitativos sobre perda de
massa em funcdo da temperatura, permitindo avaliar processos como desidratacéo,
decomposicdo térmica e formacdo de residuos. A combinacdo dessas técnicas é
amplamente recomendada para a caracterizacao térmica de sistemas farmacéuticos,
uma vez que permite ndo apenas determinar a estabilidade térmica dos componentes,
mas também identificar interacdes e alteracdes estruturais nas formulacdes (Kasap;
Cappellini, 2021; McCafferty; Hackley, 2010). A partir delas foi possivel uma avaliagao
complementar do comportamento térmico dos farmacos, polimeros e nanoparticulas
obtidas por diferentes estratégias de complexagdo polieletrolitica, conforme
evidenciado nas Figuras 10, que apresentam, respectivamente, os resultados obtidos
por DSC e TGA.
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Figura 10. Termogramas obtidos por calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
em que A representa os materiais de partida (MLZ, PROP, QS, AH e AR), B as formulactes
contendo AR (NP_B_AR e NP_MLZ-P_AR) e C as formula¢des sem AR (NP_B, NP_MLZ,
NP_MLZ-P) na faixa de 30 a 400 °C. Curvas termogravimétricas (TG), em que D corresponde
as matérias-primas (MLZ, PROP, QS, AH e AR), E as nanoparticulas formuladas com AR
(NP_B_AR e NP_MLZ-P_AR) e F sem AR (NP_B, NP_MLZ, NP_MLZ-P) obtidas na faixa de

30 a 600 °C, sob atmosfera de nitrogénio.
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PROP: propionato; QS: quitosana; AH: &cido hialurénico; AR: amido retrogradado;
MLZ: mesalazina; NP_B_AR: nanoparticula contendo &cido hialurénico, amido retrogradado,
quitosana; NP_MLZ-P_AR: nanoparticula contendo &cido hialurénico, amido retrogradado,
quitosana, mesalazina e propionato; NP_B: nanoparticula contendo &cido hialurénico,
quitosana; NP_MLZ: nanoparticula contendo &cido hialurénico, quitosana e mesalazina,;
NP_MLZ-P: nanoparticula contendo acido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato.
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A QS apresentou um evento endotérmico em 76,42 °C, atribuido a
transicao vitrea do polimero, conforme relatado por Kittur et al. (2002), e um evento
exotérmico em 305,41 °C, relacionado a degradacao térmica da cadeia polimérica
(Ravi Kumar, 2000). A curva de TGA, representada corroborou esses dados,
evidenciando uma perda inicial de massa abaixo de 100 °C devido a perda de agua
absorvida e uma perda acentuada proximo aos 400 °C, representando a carbonizacao
do polimero.

O AH apresentou no DSC um pico endotérmico em 73,60 °C, tipico da
desidratac&o do polimero (Moghadam et al., 2017), seguido por um evento exotérmico
sutil em 229,75 °C, indicando decomposicao térmica do polimero. Na analise de TGA
dois eventos também foram observados, uma perda de massa entre 50—100 °C devido
a desidratacédo do polimero e outro importante acima de 200 °C, confirmando o perfil
térmico reportado na literatura.

O AR demonstrou, no DSC, um pico endo térmico unico a 292,39 °C,
compativel com a decomposicao térmica do polimero. A curva TGA mostrou uma
perda acentuada na mesma faixa, sendo correlacionada com a carbonizagdo do
polimero (Hoover, 2001).

O PROP apresentou pico endotérmico em 291,47 °C, associado a fusao do
composto, valor compativel com a faixa de fusdo descrita pelo fornecedor (285-286
°C) (Sigma-aldrich, 2024). A TGA indicou perdas de massa progressivas a partir de
~450 °C, associadas a degradacao térmica.

A MLZ apresentou pico endotérmico intenso em 294,15 °C, com AH de
696,91 J/g, correspondente a fuséo cristalina do farmaco. O elevado valor de entalpia
confirma a alta cristalinidade da MLZ em sua forma pura. A analise termogravimétrica
demonstrou perda de massa significativa iniciando proxima de 290 °C, associada a
degradacdao térmica do farmaco apds sua fusao. Esse comportamento é tipico da MLZ
cristalina e ja foi amplamente descrito em sistemas farmacéuticos contendo MLZ
(Mahmoud et al.,2013; Zhang et al., 2019).

As nanoparticulas NP_B AR e NP_MLZ-P_AR apresentaram perfis
térmicos distintos dos componentes isolados, indicando formag¢ao de uma nova matriz
polimérica decorrente da interacdo entre QS, AH, AR e 0s compostos bioativos. Na
NP_B_AR, O TGA demonstrou dois principais eventos de perda de massa: um abaixo
de 100 °C, associado a evaporacdo de agua adsorvida, e outro proximo de 320 °C,
relacionado a degradacao da matriz nanoparticulada. O deslocamento desse segundo
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evento em relacao as temperaturas de degradacdo da QS (305,41 °C), AH (229,75
°C) e AR (292,39 °C) sugere reorganizacao estrutural da matriz apés formacéo da
nanoparticula. Além disso, o desaparecimento ou deslocamento dos eventos térmicos
individuais indica redugdo da organizagdo cristalina original dos componentes e
formacao de uma estrutura mais amorfa, trazendo a possibilidade de contornar a baixa
solubilidade da MLZ como um farmaco de classe IV. Na NP_MLZ-P_AR, os eventos
térmicos caracteristicos da MLZ (~294 °C) e do PROP (~291 °C) desapareceram ou
tornaram-se significativamente reduzidos, sugerindo associacao efetiva e disperséo
molecular dos compostos ativos na matriz polimérica. A auséncia do pico de fusdo
cristalina da MLZ indica amorfizacdo parcial do farmaco, comportamento
frequentemente associado ao aumento da solubilidade e melhora do perfil de
liberagdo em sistemas nanoestruturados e trazendo uma otimizagéo da MLZ como um
farmaco classe IV pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (Passerini et al.,
2002). Os dados obtidos, portanto, conversam com os resultados do FTIR que
também indicaram a amorfizacdo parcial dos principios ativos.

A nanoparticula NP_B apresentou perfil térmico significativamente
diferente dos polimeros isolados, evidenciando forte interacdo entre QS e AH.
Enguanto a QS apresentou evento endotérmico em 76,42 °C e o AH em 73,60 °C, a
nanoparticula apresentou deslocamento desse evento para 86,25 °C. O aumento de
aproximadamente 10 °C indica que a agua estrutural se encontra mais fortemente
retida na matriz nanoparticulada, exigindo maior aporte energético para evaporacao.
Esse comportamento pode ser explicado pela formacdo de uma rede polieletrolitica
entre 0s grupos amino protonados da QS e os grupos carboxila do AH, promovendo
aprisionamento mais eficiente das moléculas de agua por meio de ligacbes de
hidrogénio e interacdes eletrostaticas (Polexe; Delair, 2013).

Além disso, surgiu um novo evento endotérmico em 126,95 °C, inexistente
nos polimeros isolados. O aparecimento desse pico sugere reorganizagdo
conformacional da matriz nanoparticulada, podendo estar associado ao relaxamento
das cadeias poliméricas tensionadas durante a formacdo da nanoparticula ou a
ruptura de novas ligagdes intermoleculares estabelecidas entre QS e AH. Eventos
semelhantes ja foram descritos em complexos polieletroliticos QS/AH, nos quais a
formacao da nanoparticula promove alteragdes significativas na mobilidade molecular

das cadeias poliméricas (Polexe; Delair, 2013).
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Os eventos exotérmicos caracteristicos da degradacédo da QS (305,41 °C)
e do AH (229,75 °C) desapareceram na NP_B, sendo substituidos por eventos
endotérmicos em 224,80 °C e 260,45 °C. Essa alteracdo demonstra modificacdo do
mecanismo de degradacdo térmica apos formacdo do complexo polieletrolitico. A
substituicdo do perfil exotérmico por endotérmico sugere predominancia de processos
de despolimerizacéo e clivagem térmica das cadeias em detrimento dos processos de
carbonizacao observados nos polimeros isolados. O deslocamento da degradacéo da
QS de 305,41 °C para 260,45 °C indica reducao da estabilidade térmica individual da
cadeia polimérica devido a substituicdo das interacbes QS-QS por novas interacdes
QS-AH (Abka-khosroo et al., 2017).

A nanoparticula NP_MLZ-P apresentou perfil térmico mais complexo apos
incorporacdo simultinea da MLZ e do PROP. Os eventos endotérmicos
caracteristicos da MLZ (294,15 °C) e do PROP (291,47 °C) desapareceram na
formulacdo nanoparticulada, indicando associacéo efetiva, a reducédo significativa da
cristalinidade dos compostos ativos e a possibilidade de contornar as propriedades da
MLZ como um farmaco classe IV. A auséncia simultanea dos picos de fusdo sugere
dispersdo molecular dos compostos na matriz QS/AH, indicando forte interacéo
intermolecular entre os principios ativos e o0s polimeros, em que esses dados se
relacionam diretamente com os dados obtidos de FTIR que demonstraram o potencial
dos componentes em amorfizar e integrar o sistema. Além disso, 0s eventos térmicos
apresentaram deslocamentos em relacdo as nanoparticulas anteriores, sugerindo que
0 a MLZ e o PROP promoveram reorganizacdo adicional da rede polimérica e
alteracdo da densidade de empacotamento molecular da matriz. No TGA, observou-
se perfil de degradacéo distinto das demais formulacdes, com alteracdes nas etapas
de perda de massa e deslocamentos térmicos associados a degradacdo da matriz
nanoparticulada. Essas mudancas indicam que a presenca simultanea da MLZ e do

PROP promoveu reorganizagao estrutural adicional do sistema (Ferreira et al., 2018).

5.3 Avaliacédo da estabilidade fisica preliminar das nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas podem apresentar como limitacdo, a formacédo de
agregados ao longo do tempo, juntamente com uma reducdo ou aumento do PZ,
principalmente se as particulas apresentam valores menores ao |30|, onde forcas de
atracéo podem ser prevalentes (Rodrigues et al., 2015). Por esse motivo, com o intuito

de entender o comportamento das NPs e sua estabilidade fisico-quimica ao longo do



60

tempo, com a presenca (NP_MLZ-P e NP_MLZ-P_AR) e auséncia de principios ativos
(NP_B_AR e NP_B), o diametro hidrodinamico e potencial zeta foram analisados ao

longo de 90 dias. Os dados obtidos nas amostras estdo compilados na Figura 11.

Figura 11 — Diametro hidrodindmico em funcdo do tempo das nanoparticulas poliméricas
submetidas a estabilidade fisica preliminar por um periodo de 90 dias. As andlises foram
processadas por DLS sob angulo de deteccédo de 173° a 25 °C.
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NP_B_AR: nanoparticula de quitosana, acido hialurénico, amido retrogradado; NP_MLZ-
P_AR: nanoparticula contendo &cido hialurdnico, amido retrogradado, quitosana, mesalazina
e propionato. NP_B: nanoparticula de acido hialurénico e quitosana, NP_MLZ-P:
nanoparticula contendo acido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato.

Pelos resultados obtidos é possivel observar que entre as particulas
constituidas sem principios ativos, a NP sem a presenca de AR (NP_B) foi aquela que
obteve menor variacdo no diametro hidrodinamico ao longo de 90 dias, em torno de
20 nm. Em contrapartida a NP_B_AR, demonstrou uma reducédo de 40 nm com o
passar dos dias seguida de um aumento e um retorno ao tamanho anterior, mostrando
as pequenas mudancas estruturais possivelmente feitas pelo AR, como a perda de
agua (Karim et al. 2000).

As particulas com a presencga do polimero (NP_MLZ-P e NP_MLZ-P_AR),
por sua vez, apresentaram variacdes mais distintas entre si. Tendo a particula
NP_MLZ-P oscilado em torno das analises entre 20 a 30 nm, enquanto a NP_MLZ-
P_AR apenas apresentou aumento exponencial, chegando a ficar 100 nm a mais em
comparacao a medida inicial. O aumento pode ter acontecido devido a aproximacao

entre as particulas induzida pelo AR, em que, associadas com o principio da técnica



61

de andlise do DLS, pode ter detectado a formacdo dos agregados como particulas
individuais (Chavan et al., 2021; Rodriguez-Loya et al., 2024; Farkas et al., 2021).

Além disso, conforme as andlises foram sendo realizadas ao longo do
tempo, comecgou-se a observar visualmente a formacgéo de precipitados no meio das
amostras contendo AR (NP_B_AR e NP_MLZ-P_AR), desenvolvendo melhor as
ideias sobre a influéncia do AR discutidas nas analises de DLS e NTA, sobre o poder
de interacdo do amido.

A precipitagdo nas formulagdes, portanto, pode estar associada ao
aumento da cristalinidade do amido e a reducdo da hidratacdo da matriz polimérica
causada por ele ao longo do tempo. Essa acdo ocorreria devido a reassociacao
molecular que o amido passa no processo de retrogradacdo, em que as cadeias
estruturadas passam a serem mais compactas e menos acessiveis a agua
(hidrofébicas), promovendo agregacdo e reducdo da estabilidade coloidal que
gerando os agregados visualizados (Chavan et al., 2021; Karim et al., 2000).

Como uma analise complementar para entender as intera¢cdes quimicas
gue estavam ocorrendo entre os componentes do sistema, além dos resultados do
didmetro hidrodindmico médio das particulas, o PZ das particulas também foram

monitorados ao longo do tempo. Os resultados sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 — Potencial zeta em funcdo do tempo das nanoparticulas poliméricas submetidas a
estabilidade fisica preliminar por um periodo de 90 dias. As analises foram processadas por
DLS sob angulo de detecgéo de 173° a 25 °C
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NP_B_AR: nanoparticula de quitosana, acido hialurébnico e amido retrogradado; NP_MLZ-
P_AR: nanoparticula contendo &cido hialurénico, amido retrogradado, quitosana mesalazina
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e propionato. NP_B: nanoparticula de acido hialurénico e quitosana, NP_MLZ-P:
nanoparticula contendo acido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato.

De acordo com a Figura 12, o PZ das particulas com auséncia de AR
mantiveram melhor seu potencial ao longo dos dias, tendo a NP_B iniciado e
terminado na faixa dos +27 mV, enquanto a NP_MLZ-P, iniciou com +25 mV e
terminou no nonagésimo dia com +26 mV. As medic¢des, portanto, se preservaram
préximos ao modulo de 30 mV demonstrando a estabilidade do sistema, que nao
formou visualmente nenhum precipitado, e que se mantiveram alinhados com o que
foi observado na caracterizacgéo inicial no DLS.

Entretanto, os resultados das NPs com o amido em sua composi¢cao
apresentaram um comportamento diferente. A NP_MLZ-P_AR, por exemplo, apesar
de conseguir manter seus valores de PZ ao longo do tempo na faixa de +11 mV e +12
mV néo sustentou a estabilidade do sistema e comecou a apresentar precipitados em
torno do décimo quinto dia. Por outro lado, a NP_B_AR, embora tenha se iniciado com
um PZ préximo ao modulo de 30 (+ 29 mV), apresentou um decréscimo acentuado no
trigésimo dia (+16 mV), periodo em que 0s agregados comecaram a serem
visualizados na amostra.

A reducgédo ou permanéncia do PZ em um baixo valor, junto ao aumento de
tamanho e aparecimento de precipitado, portanto, sustenta a ideia da reducéo gradual
da estabilidade coloidal do sistema com a presenca de AR e a ideia de que apesar da
auséncia de carga, a participacao dele no sistema pode ter acarretado alteracées na
organizacdo da estrutura da matriz de forma dindmica e continua, camuflado as
cargas superficiais do grupos carregados da CS, aumentado a cristalinidade e
expulsado a agua de forma gradual da matriz (Karim et al., 2000; Li et al., 2024).

Baseado em todas as analises feitas de estabilidade, em que ha a evidéncia
da reducéo do PZ, aumento de tamanho hidrodinamico e presenca de precipitado, as
NPs com amido foram descontinuadas e a NP_B e NP_MLZ-P foi a escolhida para

dar prosseguimento dos estudos subsequentes.

5.4 Avaliacao da eficiéncia de associacao (EA%)

A eficiéncia de associacdo (EA%) € um parametro importante na
caracterizacdo de sistemas de liberagdo controlada, sendo responsavel por
determinar a fracdo do farmaco efetivamente incorporada a matriz do sistema em

BN

relacdo a quantidade total inicialmente empregada na formulacdo. Essa medida
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fornece informagdes cruciais sobre a capacidade do sistema carreador, neste caso,
NPs obtidas por complexacdo polieletrolitica, de proteger e transportar o principio
ativo até o local de acao (Silva et al., 2020; ICH Q6A, 2000).

A eficiéncia de associagao foi quantificada por meio da separagcéo do
farmaco livre do encapsulado por ultracentrifugacao e subsequente anélise por CLAE.
As porcentagens de MLZ e PROP obtidas apds o procedimento foram compiladas na
Tabela 3.

Tabela 3 — Média do percentual de associacao e capacidade de carregamento da mesalazina
e do propionato em nanoparticulas obtidas por complexacdo quantificadas por CLAE. Os
valores representam a média + DP de trés andlises independentes (n=3).

Componente EA% Drug Loading (%)
MLZ 10% 2,8%
PROP 59% 16%

A eficiéncia de associacdo (EA%) da MLZ apresentada na Tabela 3,
apresenta-se baixa quando comparada com a literatura. Pereira et al. (2024),
desenvolveu complexos polieletroliticos de QS, alginato e hidroxipropilmetilcelulose
ftalato e conseguiu uma EA% de 43,2-61,7% para MLZ e 28,3-30,6% em sua forma
molecularmente dispersa. Ja em Fatima et al. (2025), a EA% obtida foi em torno de
62,3% de NPs de QS e carboximetilcelulose de sodio.

Tal valor baixo quando comparado com a literatura, de apenas 10% de
EA%, pode estar relacionado ao equilibrio entre suas formas i6nicas em pH 6,0,
condicdo na qual aproximadamente 50% do farmaco encontra-se na forma
zwitteridnica e 50% na forma anibénica (Robusti et al., 2025). Embora a forma aniénica
favoreca interacOes eletrostaticas com a quitosana, de caréater catidnico, a elevada
proporcgédo da espécie zwitteribnica pode ter reduzido a intensidade dessas interagdes,
comprometendo a retencdo do farmaco na matriz nanoparticulada.

Considerando que o sistema é formado pela co-encapsulacdo de dois
componentes com propriedades fisico-quimicas distintas, pode ocorrer uma disputa
por sitios de interacdes entre componentes. Estudos anteriores, como o de Celano e
colaboradores (2022) demonstraram que sistemas com co-encapsulagdo podem

resultar em eficiéncias de associacdes mais baixas devido a competicdo entre os
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farmacos e as limitagc6es de interagcdo com a matriz da NP, corroborando para a queda
da associacdo da MLZ e do PROP no sistema.

A EA% do PROP quando comparado, por exemplo com o obtido por
Carvalho et al. (2025) em que PROP teve 39% de EA% em um sistema nano-in-micro
de PLGA, mostra que o componente se apresentou dentro do esperado na literatura
e com uma faixa de EA% até mais elevada. Essa melhor EA% do PROP (59%), pode
estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas desse composto, especialmente
ao seu elevado grau de ionizacdo em pH proximo a neutralidade. O acido propidnico
apresenta pKa em torno de 4,87, de modo que, em pH 6,0, o PROP encontra-se
predominantemente em sua forma aniénica. Nessa condicdo, o farmaco pode interagir
eletrostaticamente com a QS, de carater catidnico, favorecendo sua incorporacao a
matriz nanoparticulada.

Entretanto, devido a sua alta solubilidade em meio aquoso e baixo peso
molecular, parte do PROP pode permanecer dispersa na fase continua durante o
processo de formacdo das NPs, limitando sua retencdo no sistema. Assim, a
associacdo intermediaria observada possivelmente resulta do equilibrio entre
interacOes eletrostaticas favoraveis com a QS, a elevada afinidade do PROP pelo
meio aquoso.

A demonstracdo da associacdo na matriz, traz a ideia favoravel dos
componentes estarem mais presente em meio a matriz polimérica por ndo alterarem
significativamente os valores de PZ no DLS e por corroborarem com os dados em
NP_MLZ-P, em que a MLZ e PROP influenciaram na mudanca dos eventos térmicos
do DSC e perda de massa no TGA em relacdo aos componentes livres e
consequentemente na amorfizacdo do sistema. Ademais, também demonstra o0s

resultados de FTIR que mostram a interacdo do AGCC e da MLZ com os polimeros.

5.5 Anédlise da morfologia das nanoparticulas

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma técnica de
caracterizacdo morfologica utilizada para obter imagens da superficie de materiais e
sistemas em elevada resolucdo, permitindo que forma, organizagcdo, textura e
homogeneidade morfolégica e aglomeragdes possam ser avaliadas (Aziz et al., 2025).
As NPs constituidas apenas com polimeros (NP_B), com MLZ (NP_MLZ) e com MLZ
e PROP (NP_MLZ-P) foram avaliadas e agrupadas na Figura 13.
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Figura 13 — Fotomicrografias das nanoparticulas poliméricas (NP_B, NP_MLZ e NP_MLZ-P)
obtidas por MEV-LEO (modelo 440).

NP_B: nanoparticula de quitosana e acido hialurénico; NP_MLZ: nanoparticula de quitosana
e acido hialurénico com mesalazina; NP_MLZ-P: nanoparticula de quitosana e acido
hialurbnico com mesalazina e propionato.

As micrografias obtidas por MEV, evidenciou a formacdo de estruturas
nanoparticuladas para as trés formulacdes obtidas, possibilitando a caracterizacdo da
morfologia e organizagdo superficial das NPs. A formulagdo NP_B apresentou
predominantemente estruturas arredondadas e relativamente dispersas dentro do
campo visualmente analisado, enquanto a NP_MLZ apresentou organizacdo das
estruturas visualmente diferente, com particulas mais claramente delimitadas e maior
heterogeneidade entre as NPs observadas. Na formulagdo NP_MLZ-P as estruturas
exibidas obtiveram estruturas predominantemente arredondadas, menor
homogeneidade, além da presenca de regides de agrupamento.

A morfologia predominantemente esférica apresentada em todas as
formulacbes condiz com sistemas nanoparticulados obtidos por complexacéo
polieletrolitica, envolvendo QS e AH, em que estudos recentes realizados por Caro-
Ledn e colaboradores (2025), também obtiveram estruturas predominantemente
semiesféricas. A formacdo estd diretamente relacionada com a interacao entre 0s
polieletrolitos QS e AH, em que 0s grupos amino protonaveis da QS e 0s grupos
carboxilicos do AH, se apresentam de forma ionizada e possibilitando interages
eletrostaticas e a formacdo de complexos polieletroliticos. Durante o processo, a
interacdo entre as cadeias de cargas opostas promove reorganizacado conformacional
dos polimeros e estruturas, que podem variar dependendo das condi¢cfes de formacao
(Caro-LeoOn et al., 2025).

A mudancas obtidas com a adicdo de MLZ (NP_MLZ e NP_MLZ-P), pode

estar relacionada com a participacdo do farmaco no processo de organizacdo da
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matriz polimérica. Robusti et al. (2025) observaram por meio de experimentacéo e
modelagem molecular, que as espécies do farmaco apresentam diferentes padrbes
de associacao de acordo com pH do meio. Em pH proximo a seis, ha a formacao de
agregados mais compactos que podem ainda serem afetados pela presenca de
qguitosana (Robusti et al., 2025).

5.6 Estudo do perfil de liberacdo da mesalazina e do propionato
5.6.1 Determinacéao do perfil de liberacdo in vitro da mesalazina e propionato das
nanoparticulas

Quando um medicamento € administrado, seu desempenho terapéutico se
relaciona diretamente ao seu perfil de liberagcdo considerando as condi¢cdes do
sistema de liberacdo. Para entender o perfil de liberacdo de NPs frente as variacbes
apresentadas ao longo do TGI, as nanoparticulas foram testas em pH 1,2 (gastrico) e
pH 6,8 (cblonico) e comparado com os perfis de liberacdo do farmaco e do metabdlito

em suas formas livres (Figura 14 e 15).

Figura 14 — Perfil de liberacdo da mesalazina e do propionato a partir de nanoparticulas
poliméricas compostas apenas por MLZ e por MLZ e PROP em meio acido (HCI/KCI; pH 1,2).

Cada ponto representa a média + D.P. de trés experiéncias independentes (n=3).
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MLZ: mesalazina; PROP: propionato; NP_MLZ: NP_MLZ-P (MLZ): nanoparticula contendo
acido hialurdnico, quitosana, mesalazina NP_MLZ-P (MLZ): andlise da liberacdo da
mesalazina na nanoparticula contendo &cido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato;
NP_MLZ-P (PROP): andlise da liberacao do propionato na nanoparticula contendo acido
hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato
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O delineamento do perfil de liberacdo em meio &cido (pH 1,2) demonstrou
diferencas entre os compostos livres e associados ao sistema nanoparticulado. A MLZ
livre apresentou uma liberacéo alta ja no primeiro tempo avaliado (85,58%), enquanto
o PROP atingiu valores de 100% nos primeiros 15 min de analise, indicando
dissolucéo praticamente imediata para o meio. O comportamento apresentado esta
dentro do esperado devido as propriedades fisico-quimicas dos compostos. A MLZ
possui elevada solubilidade em meios aquosos acidos, enquanto o PROP, por ser um
AGCC de baixa massa molecular e alta hidrossolubilidade, difunde rapidamente para
0 meio, sem a presenca de uma barreira fisica que limite sua disponibilidade.

Em comparacédo, quando associados as nanoparticulas de QS e AH, houve
uma reducado significativa da fracdo liberada nos primeiros 15 min do ensaio. A
NP_MLZ apresentou liberacdo inicial de aproximadamente 60%, enquanto a
formulacdo contendo simultaneamente MLZ e PROP liberou cerca de 48% e 62%,
respectivamente no mesmo intervalo. Esses resultados demonstram o potencial da
capacidade da matriz polimérica em atuar como uma barreira difusional, retardando a
saida dos compostos em relacéo as formas livres.

Contudo, apesar dessa reducéo, observa-se que todas as formulacdes
apresentaram uma fracdo inicial relativamente elevada de liberacdo, algo
frequentemente descrito em sistemas nanoparticulados, em que parte do farmaco
permanece adsorvida, ndo encapsulado ou localizada nas regides mais superficiais
da nanoparticula e por isso € liberada primeiro quando em contato com o meio. Apés
essa fase inicial, os perfis das NPs obtiveram certa constancia, evidenciando que
grande parte do farmaco e do metabdlito permaneceram retidas na matriz polimérica

durante o periodo de exposicdo ao meio acido.
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Figura 15 — Perfil de liberacdo da mesalazina e do propionato a partir de nanoparticulas
poliméricas compostas apenas por MLZ e por MLZ e PROP em tampéo fosfato (pH 6,8). Cada

ponto representa a média + D.P. de trés experiéncias independentes (n=3).
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acido hialurdnico, quitosana, mesalazina NP_MLZ-P (MLZ): andlise da liberacdo da
mesalazina na nanoparticula contendo acido hialurénico, quitosana, mesalazina e propionato;
NP_MLZ-P (PROP): andlise da liberacdo do propionato na nanoparticula contendo &cido
hialurbnico, quitosana, mesalazina e propionato.

Ja em meio basico, mimetizando o pH colénico de 6,8, o perfil de liberagéo
apresentou comportamento distinto do observado em meio &cido, enfatizando a
influéncia do pH sobre a dindmica de liberacdo dos encapsulados. A MLZ livre nos
primeiros 15min obteve uma liberacdo de 34% com aumento progressivo com o
passar do tempo obtendo 100% apds 240 min. Os resultados apresentados se
relacionam ao pH do meio, em que a molécula se encontra com parte da molécula em
sua forma anibnica devido a desprotonacao do grupo carboxilico, mas parte em sua
forma zwitteribnica favorecendo o aumento e permanéncia em solucao. O PROP livre,
por sua vez, apresentou uma liberacao imediata nos primeiros 15min atingindo 100%.
Tal valor ja era esperado, tendo em vista a elevada hidrossolubilidade e baixa massa
molecular, facilitando sua difusao.

A NP contendo MLZ (NP_MLZ) nédo apresentou elevada liberacgéo inicial
(31,06%), e mantendo-se praticamente constante ao longo do tempo. Apresentando
resultados semelhantes na NP_MLZ-P (MLZ), com liberacao de 14,17% e mantendo-

se mais baixa durante todo o experimento. Os valores obtidos demonstram a
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capacidade da matriz de restringir a difusdo da MLZ. Além disso, ao comparar
NP_MLZ e NP_MLZ (MLZ) h& a possibilidade de que a presenca de PROP modifica
a organizacao interna da matriz e altera o perfil de liberac&o do sistema.

Em contraste, a liberagdo de PROP na formulagédo (NP_MLZ-P (PROP))
demonstrou resultados diferentes. Apesar de iniciar em 76% de liberagdo, um valor
menor quando comparado ao metabdlito livre, 0 PROP ainda teve uma disponibilidade
elevada ao longo do ensaio, provavelmente devido as suas caracteristicas intrinsecas
do componente (molécula pequena e hidrofilica). Portanto, apesar de conseguir

reduzir sua liberagéo inicial, a difusdo do componente ainda predomina.

5.6.2 Analise dos mecanismos de liberacao in vitro da mesalazina e propionato

Diferentes mecanismos podem atuar de forma simultanea ou isolada para
a liberacdo de farmacos em sistemas de NPs, podendo ser comandados por difuséo,
intumescimento/dissolucao, entre outros. Para prever o mecanismo de acéo regente
no sistema de liberacdo, modelos matematicos sao aplicados, gerando informacdes
importantes para desenvolvimento de insights dos mecanismos e um design
melhorado. (Peppas; Narasimhan, 2014).

Para entender qual o mecanismo atuante, os modelos matematicos de
Korsmeyer - Peppas, Higuchi, First order, Hixson - Crowell, Baker - Lonsdale e Weibull
foram aplicados aos resultados de liberacdo e os coeficientes e dados obtidos nas

diferentes NPs e meios foram representados na Tabela 4 e Tabela 5.
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Tabela 4 — Coeficientes de modelos matematicos aplicados aos perfis de liberacéo a partir
das nanoparticulas (Higuchi, Korsmeyer Peppas, First order, Hixson-Crowell e Weibull) em
tampao fosfato (pH 1,2).

Amostras
Modelos matematicos NP_MLZ-P NP_MLZ-P
NP_MLZ
(MLZ) (PRO)
K 0,0222 0,0133 0,0207
Primeira Ordem
r2 0,4682 0,0465 0,2346
K 0,0058 0,0036 0,0053
Hixson-Crowell
r2 0,2691 0,0000 0,0000
K 0,0019 0,0011 0,0017
Baker-Lonsdale
r2 0,7601 0,6013 0,6197
_ _ K 8,1149 6,6380 7,8069
Higuchi
r2 0,5807 0,4434 0,4135
K 8,3073 - 4,0386
Weibull r2 0,9508 - 0,9757
B 0,7431 - 0,8970
K 45,3469 45,1185 56,6938
Korsmeyer-Peppas  r? 0,9940 0,9893 0,9922

N 0,0912 0,0441 0,0278
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Tabela 5 — Coeficientes de modelos matematicos aplicados aos perfis de liberacdo a partir
das nanoparticulas (Higuchi, Korsmeyer Peppas, First order, Hixson-Crowell e Weibull) em
tampao fosfato (pH 6,8).

Amostras
Modelos matematicos NP_MLZ-P NP_MLZ-P
NP_MLZ
(MLZ) (PRO)
K 0,0021 0,0013 0,0697
Primeira Ordem
r2 0,0000 0,5909 0,8210
K 0,0001 0,0004 0,0046
Hixson-Crowell
r2 0,0000 0,5624 0,3775
K 0,0001 0,0000 0,0017
Baker-Lonsdale
r2 0,1383 0,8660 0,6474
_ _ K 2,5595 1,7142 7,1389
Higuchi
r2 0,0077 0,8630 0,3682
K 0,0967 574,69 50,8985
Weibull r2 0,9659 0,7724 0,7337
B 0,7268 0,7546 0,5387
K 28,7730 2,8774 47,1520
Korsmeyer-Peppas  r? 0,9936 0,8670 0,9475
N 0,0405 0,4020 0,1387

Analisando e realizando os calculos para os modelos matematicos e
observando os valores obtidos de r2, os que mais se aproximaram aos valores de 0,99
em ambos os valores de pH e nanoparticulas, foi 0 modelo de Korsmeyer-Peppas.

O modelo de Korsmeyer e Peppas (1984) se baseia na Lei das Poténcias,

fazendo a relagédo exponencial da liberacdo do farmaco ao longo do tempo.

Mloto = Kt" (Equacéo 4)

Em que, Mt simboliza a quantidade de farmaco ou metabdlito liberada no
tempo t, M= é a quantidade total de farmaco liberada em um tempo infinito, k € uma
constante cinética e n é o expoente de liberagao.

A partir da obtengéo do valor de n, € possivel classificar o mecanismo de
liberacdo que o farmaco esté realizando na matriz polimérica. Seguindo o modelo de

Korsmeyer-Peppas, os valores de n < 0,43 indicam que a liberagdo do sistema esta
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ocorrendo pela difusdo Fickiana, controlada por difusdo das moléculas do farmaco.
Enquanto os valores no obtidos no intervalo entre 0,43 e 0,85 demonstram
mecanismos que envolvem o transporte andmalo ou ndo-Fickiano, em que ambos 0s
processos, intumescimento e difuséo, contribuem para que a liberacao aconteca. Para
valores de n=0,85, a classificacdo é de transporte Caso Il, em que ocorre o
relaxamento e intumescimento da matriz polimérica e o farmaco é liberado. Ja para
valores com n > 0,85 0 mecanismo é denominado como super Caso Il, em que as
taxas de liberacédo séao aceleradas e ocorrem devido ao elevado estado de mobilidade
da matriz ou do processo erosivo (Korsmeyer; Peppas, 1984; Peppas; Narasimhan,
2014).

Os valores de expoente de difusdo (n) permaneceram em n<0,43 para
todas as formulacdes avaliadas em pH 1,2 e pH 6,8. Caracterizando o transporte
Fickiano e indicando que a etapa limitante da liberacao no sistema € majoritariamente
a difusdo das moléculas através da matriz polimérica sem influéncia significativa de
processos erosivos ou de relaxamentos de cadeia, sendo as NPs portanto, uma
barreira fisica de controle para a migracao do farmaco e metabdlito.

Os valores obtidos corroboram com as propriedades fisico-quimicas dos
compostos e o perfil de liberacdo apresentado, em que a MLZ apresentou um perfil
de liberacéo elevado em pH 1,2, devido a elevada solubilidade do farmaco em meios
aquosos acidos, por possuir um primeiro pKa de 2,09. Enquanto o PROP, teve a
difuséo favorecida devido ao tamanho pequeno de sua molécula e hidrossolubilidade
elevada, demonstrando uma liberacdo em sua forma livre ainda maior em pH 6,8
devido ao pKa de 4,87. Quando na presenca de nanoparticulas essas propriedades
puderam ser melhor controladas, obtendo um processo de difusdo mais lento e

controlado em comparacao a sua forma livre.

5.7 Avaliagdo da performance biologica in vitro
5.7.1 Estudo da interagdo entre a mucina e o sistema através do potencial zeta

A analise do potencial zeta do sistema em presenca de mucina (MUC)
permite simular, através de trés diferentes valores de pH, a interacdo das NPs ao
longo do trato gastrointestinal, trazendo uma perspectiva de como € a interacao entre
as NPs e o muco nas diferentes condi¢cdes do TGI (Bogataj et al., 2003; Dilkush et al.,
2026) Os valores de pH selecionados foram de 1,2, 5,8 e 6,8, mimetizando os valores

gastrico, coldnico inflamado e colonico saudavel, respectivamente.
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No sistema ideal espera-se que as NPs n&o interajam com a MUC no pH
1,2, mantendo-se integras para que a liberacdo e interacdo seja direcionada
completamente ao colon, principalmente no pH de 5,8, que mimetiza as condi¢des de
pH do ambiente inflamado. Na Figura 16 € possivel observar o PZ das nanoparticulas
em diferentes concentragbes de MUC (50 mg/mL, 250 mg/mL e 500 mg/mL) em pH
1,2.
Figura 16 — Valores de potencial zeta com a adi¢cdo de solu¢cdes de mucina em diferentes
concentracoes (50 mg/mL, 250 mg/mL e 500 mg/mL) nas NPs com a presenca e auséncia
dos principios ativos em pH 1,2. As andlises foram processadas por DLS sob angulo de
deteccdo de 173° a 25 °C.
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MUC: mucina; NP_B: nanoparticula de quitosana e acido hialurdnico; NP_MLZ: nanoparticula
contendo quitosana, acido hialurébnico e mesalazina; NP_MLZ-P: nanoparticula contendo
guitosana, acido hialurdnico, mesalazina e propionato.

Apesar de apresentarem densidade de carga negativa (Figura 16), as
amostras contendo apenas MUC apresentaram baixa densidade de carga. Isso ocorre
pois nessas condi¢cdes o pH do meio (1,2) encontra-se abaixo do pKa da MUC (2,6)
nao permitindo a ionizagdo completa de seus grupamentos sialicos e, portanto, baixa
densidade de carga (Lewis et al., 2022; Grover, Smith, 2013).

As NPs na auséncia de MUC apresentaram valores de PZ similares aos
demonstrados anteriormente em DLS e NTA, proximo ao |30|. Entretanto, ao observar
0s outros resultados obtidos € possivel ver as mudancas do PZ quando as NPs estéo

na presenca de MUC. Em que, conforme a concentracéo da glicoproteina aumenta, a
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diferenca da amostra contendo apenas a glicoproteina com a contendo as
formulacdes se torna menor, chegando a valores mais préximos ao zero com as NPs
na presenca e auséncia dos ativos, indicando que ha interacdo com a MUC e que sua
concentragdo influencia diretamente nessa interagao.

Nas Figuras 17 e 18 esté representado amostras submetidas a diferentes
concentracfes de MUC, porém agora na presenca de solucdes tampdes fosfato em

pH 5,8 (ambiente colbnico inflamado) e 6,8 (ambiente colénico saudavel).

Figura 17 — Valores de potencial zeta com a adicdo de solu¢cdes de mucina em diferentes
concentracoes (50 mg/mL, 250 mg/mL e 500 mg/mL) nas NPs com a presenca e auséncia
dos principios ativos em pH 5,8. As analises foram processadas por DLS sob angulo de
deteccdo de 173° a 25 °C.
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MUC: mucina; NP_B: nanoparticula de quitosana e acido hialurénico; NP_MLZ: nanoparticula
contendo quitosana, acido hialurénico e mesalazina; NP_MLZ-P: nanoparticula contendo
quitosana, acido hialurdnico, mesalazina e propionato.
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Figura 18 — Valores de potencial zeta com a adicdo de solu¢cdes de mucina em diferentes
concentracoes (50 mg/mL, 250 mg/mL e 500 mg/mL) nas NPs com a presenca e auséncia
dos principios ativos em pH 6,8. As andlises foram processadas por DLS sob angulo de
deteccdo de 173° a 25 °C.
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MUC: mucina; NP_B: nanoparticula de quitosana e 4cido hialurénico; NP_MLZ: nanoparticula
contendo quitosana, acido hialurénico e mesalazina; NP_MLZ-P: nanoparticula contendo
quitosana, acido hialurdnico, mesalazina e propionato.

Como esperado da MUC, quando foi submetida a um pH superior ao seu
pKa de 2,6 (pH 5,8 e 6,8) apresentou densidade de carga maior quando comparadas
com as condi¢Bes gastricas devido a ionizacdo dos grupos sialicos. Na presenca das
NPs, diferente dos resultados observados anteriormente, elas apresentaram valores
de PZ negativos desde a presenca da glicoproteina em baixas concentragées,
apresentando inversdo de carga. As interacdes eletrostaticas que ocorrem entre a
MUC e as NPs, nesses valores de pH, sao favorecidas devido a diferenca acentuada
de cargas entre ambos, que favorece interacfes eletrostaticas, porém, outras
interacdes também podem ocorrer favorecendo a mucoadesdo, como ligagbes de
hidrogénio, ocorrendo uma maior adsor¢cdo da MUC e, portanto, gerando valores de
potencial zeta negativos (Robusti et al., 2025).

Os resultados demonstraram que as NPs apresentam forte capacidade de
interagdo com a mucina e que essas interacdes foram favorecidas em condi¢cdes mais
basicas (tanto para pH mimetizando condi¢cbes saudaveis quanto inflamadas). Como
0 objetivo do trabalho € o desenvolvimento de NPs mucoadesivas para liberacao
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colon-especifica de MZL e PROP, a baixa capacidade de interacdo das nanoparticulas
com o muco em condi¢des gastricas sao benéficas para o estudo, pois a retencao de
particulas no estdbmago poderia provocar a liberacdo prematura dos ativos,
comprometendo o objetivo do trabalho. Enquanto a interacdo em condi¢des intestinais

favorece a retencgédo local e 0 aumento do tempo de acéao.

5.7.2 Estudo de biocompatibilidade in vitro em macrofagos

O estudo de biocompatibilidade com macrofagos é feito para determinar a
toxicidade basal intrinseca de cada amostra. Ja quando sob estimulo de
lipopolissacarideos (LPS) simula o microambiente patologico das DIl, com aumento
do estresse oxidativo e declinio na homeostase celular, verificando a citotoxicidade

dos ativos e formulacées em um ambiente inflamado (Gao et al., 2025).

Figura 19 - Viabilidade celular (%) determinada pelo ensaio de resazurina em macrofagos
apos exposicao por 24 h a diferentes concentracdes (ug/mL) de mesalazina (MLZ),
nanoparticulas vazias (NP_B) e nanoparticulas carregadas com mesalazina e propionato

(NP_MLZ-P). Os resultados sé@o expressos como média + desvio padréo (n=2).
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Os resultados na figura 19 demostraram que todas as formulacbes e
principios ativos avaliados se mostraram altamente biocompativeis e seguros,
mantendo a viabilidade acima do limiar de 80%, em todas as concentracfes. Os
critérios estabelecidos pela norma internacional ISO 10993-5, determina a avaliagdo
biolégica de dispositivos médicos e insumo e classifica como ndo citotoxicos valores
acima de 70%. Estabelecendo, portanto, que o sistema e 0S compostos ndo sao
citotoxicos.

A reducao da viabilidade nas NPs (NP_B e NP_MLZ-P) na concentracéo
mais elevadas (76,57 ug/mL) quando comparada aos principios ativos livres (MLZ e
PROP), pode estar refletindo a resposta fisiologica dos macrofagos frente a intensa
captacdo endocitica de sistemas nanoestruturados e nao necessariamente um
aumento de toxicidade. J& que os macrofagos sdo células fagociticas especializadas
e quando expostas a densidades elevadas de nanoparticulas catibnicas podem
realizar uma internalizacdo celular rapida, podendo gerar estresse metabdlico

temporario devido ao trafego endossomal (Li et al., 2023).

5.7.3 Estudo da biocompatibilidade in vitro em células HT29-MTX e Caco-2

Os ensaios de viabilidade celular constituem uma etapa fundamental na
avaliacdo pré-clinica de novos sistemas terapéuticos para DIl, pois permitem
determinar a citotoxicidade basal, seguranca e faixa de concentracdo segura de
compostos antes de estudos funcionais mais complexos (Riss et al., 2016). Em
particular, no contexto da DIl, esses ensaios S&0 essenciais para garantir que sistemas
de liberagcdo, como nanoparticulas, ndo comprometam a integridade do epitélio
intestinal, que ja se encontra fragilizado em condicdes inflamatorias crénicas.

No contexto de modelos intestinais, linhagens como Caco-2 e HT29-MTX
sdo amplamente utilizadas por mimetizarem caracteristicas funcionais do epitélio
intestinal humano, sendo a primeira associada a enterocitos absortivos e a segunda a
células secretoras de muco. A utilizacdo dessas linhagens em conjunto ou
isoladamente permite avaliar de forma mais realista a interacdo de NPs com o epitélio
intestinal e possiveis efeitos citotoxicos (Le huyer et al., 2020).

Vale ressaltar que os ensaios de viabilidade celular das linhagens Caco-2
e HT29-MTX foram realizados utilizando apenas as NPs contendo MLZ, sem a
incorporacdo de PROP (NP_MLZ), a fim de evitar possiveis interferéncias biolégicas

promovidas pelos AGCCs sobre as linhagens celulares utilizadas no modelo intestinal.
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Estudos demonstram que o PROP é capaz de modular diretamente a proliferacao e
diferenciacdo celular em certas linhagens de células intestinais, incluindo HT29 e
CACO-2, induzindo aumento da atividade de fosfatase alcalina e promovendo um
fendétipo mais diferenciado (Gamet et al., 1992).

Além disso, o0 PROP apresentou efeito antiproliferativo significativo em
células HT29, alterando processos relacionados ao crescimento celular e
diferenciacdo epitelial (Gamet et al., 1992). Resultados semelhantes também sé&o
descritos para células Caco-2, nas quais 0s AGCCs podem influenciar proliferacéo e
diferenciacao celular. Dessa forma, a utilizagdo de formulagbes contendo PROP
poderia interferir no comportamento basal do modelo celular, comprometendo a
interpretacdo dos resultados de viabilidade e permeabilidade (Fu et al., 2004).
Portanto, optou-se pela utilizacdo apenas da formulacdo NP_MLZ, para esses
modelos celulares, visando minimizar vieses experimentais e garantir maior
confiabilidade na avaliacdo biologica das nanoparticulas.

Os resultados de viabilidade celular obtidos neste estudo estédo
apresentados na Figura 20 e evidenciam diferencas importantes entre as linhagens
celulares avaliadas, bem como entre os tratamentos testados (MLZ, NP_B e

NP_MLZ), em funcdo da concentracao e do tempo de exposicéo (4 h e 24 h).
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Figura 20 — Viabilidade celular (%) determinada pelo ensaio de resazurina em células Caco-
2 (A)(B) e HT29-MTX (C)(D) apds exposicao por 4 h e 24 h a diferentes concentra¢des (ug/mL)
de mesalazina livre (MLZ), nanoparticulas vazias (NP_B) e nanoparticulas carregadas com

mesalazina (NP_MLZ). Os resultados sao expressos como média + desvio padrao (n=2).
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A: Viabilidade 4h de nanoparticula com auséncia de farmaco (NP_B), nanoparticula com MLZ
(NP_MLZ) e farmaco livre (MLZ) em CACO-2; B: Viabilidade 24h de nanoparticula com
auséncia de farmaco (NP_B), nanoparticula com MLZ (NP_MLZ) e farmaco livre (MLZ) em
Caco-2; C: Viabilidade 4h de nanoparticula com auséncia de farmaco (NP_B), nanoparticula
com MLZ (NP_MLZ) e farmaco livre (MLZ) em HT29-MTX; D: Viabilidade 24h de nanoparticula
com auséncia de farmaco (NP_B), nanoparticula com MLZ (NP_MLZ) e farmaco livre (MLZ)
em HT29-MTX.

De maneira geral, observa-se que a linhagem Caco-2 apresentou maior
reducéo de viabilidade em comparacdo a HT29-MTX, indicando maior sensibilidade
aos tratamentos. Por outro lado, as células HT29-MTX mantiveram niveis de
viabilidade mais elevados ao longo das concentrages testadas, sugerindo maior
resisténcia celular. Esse comportamento pode ser explicado pela presenca de uma
camada de muco e por mecanismos de protecao celular mais desenvolvidos nessa

linhagem, que reduzem a exposi¢ao intracelular aos compostos, enquanto as células
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Caco-2, por apresentarem fenoétipo absortivo, tendem a internalizar com maior
eficiéncia as substancias testadas (Sambuy et al., 2005).

Em relacdo ao farmaco livre (MLZ) apresentou reducdo moderada da
viabilidade, especialmente na linhagem Caco-2 ap6s 24 horas de exposi¢cdo nas
maiores concentracdes. Esse resultado é consistente com dados da literatura que
indicam que a MLZ, embora amplamente utilizado e considerado seguro para o
tratamento da DII, pode induzir estresse oxidativo e interferir em vias inflamatorias
celulares quando empregado em concentragdes elevadas, resultando em reducéo da
proliferacdo celular (Klotz et al., 2010). Ainda assim, a manutencdo de viabilidade
relativamente elevada nas concentracdes mais baixas reforca o perfil de seguranca

do farmaco.

5.7.4 Permeabilidade in vitro 3D
5.7.4.1 Avaliacéo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

A avaliacdo da permeabilidade epitelial em modelos intestinais
tridimensionais é uma etapa essencial no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
oral para o tratamento de doencas inflamatérias intestinais (DIl), pois permite
investigar simultaneamente a integridade da barreira epitelial e o transporte de
farmacos ao longo do tempo. A monitorizacdo do TEER (transepithelial electrical
resistance) € amplamente empregada como um indicador sensivel da coesdo das
juncdes de oclusédo, sendo particularmente relevante em modelos que simulam
condicdes inflamatérias, nas quais ocorre reducao da resisténcia elétrica e aumento
da permeabilidade paracelular (Lea, 2015; Baldwin; Nehra, 2021). Assim, a
combinacdo de medidas de TEER com ensaios de permeabilidade permite inferir se
um sistema promove ou preserva a integridade da mucosa intestinal ao mesmo tempo

em que viabiliza o transporte do farmaco.
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Figura 21 — Gréfico da variacao de TEER ao longo dos 21 dias do crescimento do modelo (A)
e das diferentes amostras em diferentes time-points durante o ensaio de permeabilidade.
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inflamatorias.

Os resultados obtidos para o TEER ao longo de 4 h de experimento,
apresentados na Figura 21, demonstram o comportamento das formulagdes contendo
mesalazina livre (MLZ), NPs carregadas com mesalazina (NP_MLZ) e controle, em
condi¢Bes nédo inflamadas (NI) e inflamadas (I). De maneira geral, observa-se que 0s
valores iniciais de TEER s&o mais elevados na condi¢cado nao inflamada, enquanto o
modelo inflamado apresenta resisténcia reduzida desde o inicio do experimento,
refletindo a disfuncdo de barreira tipica da DIl. Esse comportamento esta de acordo
com a literatura, que descreve que citocinas pré-inflamatoérias e alteragées na mucosa
promovem desorganizacdo das juncbes de oclusdo e aumento da permeabilidade
epitelial (Lee et al., 2018).



82

Ao longo do tempo, nota-se uma tendéncia de reducdo moderada do TEER
em todos o0s grupos, 0 que € esperado em ensaios de permeabilidade devido a
manipulacdo experimental e a exposicdo continua das células as formulacdes.
Entretanto, essa reducao foi mais pronunciada no grupo inflamado, indicando maior
suscetibilidade da barreira epitelial sob condicdo inflamatéria. Comparativamente, o
tratamento com NP_MLZ n&o promoveu queda abrupta do TEER, mantendo valores
préximos aos observados para o farmaco livre e para o controle, sugerindo que as
nanoparticulas ndo comprometem a integridade da monocamada intestinal. Esse
achado € relevante, uma vez que sistemas nanoparticulados mucoadesivos devem
promover aumento de contato com a mucosa sem induzir danos estruturais ao epitélio
(Englert et al., 2020).

5.7.4.2 Avaliagdo da permeabilidade no modelo 3D

A avaliacdo da permeabilidade em modelos intestinais tridimensionais
constitui uma etapa fundamental para investigar a capacidade de sistemas
carreadores em atravessar a barreira epitelial e, a0 mesmo tempo, preservar a
integridade da monocamada. Esse tipo de ensaio é importante para estimar o
comportamento de farmacos e nanoformulacdes no trato gastrointestinal,
especialmente no contexto de DII, nas quais alteracdes estruturais e funcionais da
barreira epitelial podem modificar a absorcdo e a biodisponibilidade de compostos
terapéuticos (Antunes et al., 2013; Lamprecht, 2015).

Para a realizacdo do teste de permeabilidade em modelo 3D, foram
utilizadas as NP_MLZ devido a presenca das linhagens celulares Caco-2 e HT29-MTX

para a composi¢cao do modelo.
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Figura 22 — Perfil de permeabilidade (%) em funcdo do tempo (15 min, 30 min, 1h, 2h e 4h)
para a mesalazina livre (MLZ) e encapsulada em nanoparticulas poliméricas (NP_MLZ),

avaliadas em modelo intestinal 3D nas condi¢des ndo inflamada (NI) e inflamada (I).
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Os resultados de permeabilidade obtidos ao longo de 240 minutos
apresentados na Figura 22. demonstram um aumento progressivo da passagem do
farmaco para o compartimento basal em todas as condi¢cdes avaliadas, com
diferencas claras entre o farmaco livre (MLZ) e a formulacdo nanoparticulada
(NP_MLZ), bem como entre os modelos inflamado (I) e ndo inflamado (NI). Em termos
gerais, observa-se que a condicdo MLZ (NI) apresentou os maiores valores de
permeabilidade ao final do ensaio (~8,9%), seguida de NP_MLZLZ (NI) (~7,4%), MLZ
(N (~6,9%) e, por fim, NP_MLZ () (~5,8%). Esse comportamento sugere que O
processo inflamatério reduz a eficiéncia de transporte, enquanto a nanoencapsulacao
modula a cinética de liberagéo e difusdo do farmaco.

A menor permeabilidade observada no modelo inflamado estd de acordo
com a literatura, que descreve que, embora a inflamacéao intestinal possa aumentar a
permeabilidade paracelular em estagios iniciais, a presenca de muco espessado,
infiltrado inflamatorio e alteragdes estruturais da mucosa pode dificultar a difuséo
efetiva de particulas e moléculas, especialmente em modelos tridimensionais mais

complexos (Salopek et al.,, 2019; Paradiso et al., 2021). Dessa forma, a reducgéo
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observada na condi¢cdo inflamada pode refletir uma barreira mais heterogénea e
menos permissiva a difusdo controlada das formulacées.

Quando se compara o farmaco livre com a nanoformulacéo, observa-se
gque a NP_MLZ apresenta uma permeabilidade globalmente menor, tanto em
condi¢gbes NI quanto |. Esse resultado é esperado e pode ser considerado desejavel
no contexto de DII, uma vez que sistemas nanoparticulados sdo projetados para
promover retencdo local e liberacdo controlada no sitio inflamatorio, reduzindo a
absorcédo sistémica e aumentando a concentragdo do farmaco na mucosa intestinal
(Lamprecht, 2015; Zhang et al., 2022). Assim, a menor taxa de permeacéao observada
para NP_MLZ sugere que a formulacdo pode favorecer um efeito terapéutico local
mais prolongado.

Adicionalmente, a cinética temporal mostra que as maiores diferencas entre
0S grupos surgem apos 120 e 240 minutos, indicando que 0s mecanismos de
transporte sdo dependentes do tempo e possivelmente influenciados por processos
de difusao, interacdo com o muco e internalizacdo celular. A elevacédo gradual da
permeabilidade ao longo do tempo para todas as formulag¢des indica auséncia de
saturacdo do sistema no periodo avaliado e reforca a estabilidade da barreira epitelial
durante o experimento.

Em conjunto, os dados demonstram que a NP_MLZ apresenta um perfil de
permeabilidade mais controlado em comparacao ao farmaco livre, especialmente em
condi¢des inflamatorias, o que é consistente com os resultados obtidos no ensaio de
mucoadesdo em mucina e com as estratégias modernas para a liberacédo de farmacos
voltadas ao tratamento de DII. Esses resultados indicam potencial da formulagao para
aumentar a acao local, minimizar efeitos sisttmicos e melhorar o direcionamento do

farmaco ao tecido inflamado.

5.7.4.3 Avaliacado da permeabilidade aparente (Papp)

A avaliacdo da permeabilidade aparente (Papp) constitui uma etapa
fundamental na caracterizacdo de sistemas de liberagdo oral, especialmente no
contexto de formulacdes destinadas ao tratamento de doencas inflamatérias
intestinais (DII). Esse parametro permite estimar a capacidade de um composto ou
sistema nanoestruturado de atravessar a barreira epitelial intestinal, fornecendo
informacdes relevantes sobre seu potencial de absorcdo e de acdo local no sitio

inflamatorio (Hubatsch; Ragnarsson; Artursson, 2007; Ansari et al., 2022).
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Nos presentes resultados, os valores de Papp obtidos situaram-se
majoritariamente na ordem de 107® cm/s, faixa compativel com compostos de baixa a
moderada permeabilidade em modelos epiteliais, como amplamente descrito para
farmacos hidrofilicos e sistemas nanoparticulados (Hubatsch; Ragnarsson; Artursson,
2007). Observou-se que o farmaco livre (MLZ) apresentou valores de Papp na ordem
de ~107° cm/s, enquanto a formulacdo nanoparticulada (NP_MLZ) atingiu valores mais
elevados, chegando a aproximadamente 1,65 x 107° cm/s na condicao ndo inflamada
(NI). Esse aumento sugere que a nanoestruturacao favoreceu o transporte através da
barreira epitelial, possivelmente por mecanismos adicionais de interacdo célula-
particula, como endocitose e transporte transcelular, ja descritos para nanoparticulas
poliméricas mucoadesivas (Ansari et al., 2022; Vetter et al., 2021).

A comparagdo entre as condi¢cdes ndo inflamada (NI) e inflamada (1)
demonstrou uma tendéncia de reducéo dos valores de Papp no modelo inflamado,
tanto para o farmaco livre quanto para a nanoformulacdo. No caso da NP_MLZ, os
valores médios na condi¢do inflamada situaram-se em torno de 7,4 x 107® cm/s,
inferiores aos observados no estado nao inflamado. Esse comportamento pode ser
explicado pelas alteracbdes estruturais e bioquimicas associadas a inflamacéo
intestinal, como aumento da secrecédo de muco, presenca de mediadores inflamatérios
e modulacdo das juncfes intercelulares, que impactam diretamente a difusdo e o
transporte de moléculas e particulas através da barreira epitelial (Parikh et al., 2019;
Vetter et al., 2021).

Adicionalmente, a menor permeabilidade observada para o MLZ livre em
comparacao a NP_MLZ reforca a importancia da nanoencapsulacdo como estratégia
para otimizar a liberacdo do farmaco. Sistemas nanoparticulados baseados em
polimeros mucoadesivos, como quitosana e acido hialurénico, sdo capazes de
aumentar o tempo de residéncia no epitélio intestinal e favorecer a interacdo com a
mucosa inflamada, promovendo maior concentragdo local do farmaco e
potencializando sua acao terapéutica (Ansari et al., 2022; Parikh et al., 2019).

Portanto, os resultados obtidos indicam que a formulagcdo NP_MLZ
apresenta perfil de permeabilidade compativel com sistemas destinados a liberacao
local no colon, com capacidade de interacdo com o epitélio intestinal e modulacao do

transporte em condigfes inflamatorias.

5.7.5 Capacidade de reducao de espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelulares
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Durante a ocorréncia da ativacdo de macréfagos na resposta inflamatoria
ha a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Quando estimulados por
LPS, os macrofagos RAW 264.7 ativam o receptor TLR4, desencadeando vias de
sinalizacdo que geram a producdo de EROs. Apesar de serem essenciais quando se
trata da resposta antimicrobiana, quando estdo em niveis elevados, os EROs
estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatorias perpetuando os quadros
inflamatorios persistentes em pacientes com DII. (Tian et al., 2026). Devido a isso, sua
quantificacdo se tornou um importante marcador para atividades anti-inflamatorias

para andlise de novos sistemas terapéuticos.

Figura 23 — Efeito do tratamento com farmaco (MLZ), metabdlito (PROP) e NPs sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) induzida por LPS na concentracdo de
76,57 ug/mL e 38,29 ug/mL (n=2).
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MLZ: mesalazina livre; PROP: propionato livre; NP_B: nanoparticula de quitosana e acido
hialurbnico; NP_MLZ: nanoparticula com mesalazina; NP_MLZ-P: nanoparticula com
mesalazina e propionato em condic¢des inflamatorias.

De acordo com os dados obtidos na Figura 23, todas as formulagdes
nanoparticuladas reduziram a produgéo de EROs quando comparados com o controle
positivo (somente tratadas com LPS). As nanoparticulas sem farmaco e metabalito
(NP_B) obtiveram reducdo moderada e dependente da concentracao (67% e 49% nas

concentracoes de 38,28 uyg/mL e 76,57 ug/mL, respectivamente). Tal obtencao sugere
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que a propria matriz formada por QS e AH pode ndo ser completamente inerte e estar
exercendo efeito sobre os macrofagos. O comportamento pode estar relacionado a
capacidade de interacdo das NPs com os receptores CD44 (advindo do AH) expresso
em macrofagos Raw 264.7, gerando modificacbes na resposta celular, ou as
propriedades intrinsecas da QS em possuir acdo anti-inflamatoria (Gimondi et al.,
2022; Li et al., 2022; Rios De La Rosa et al., 2017).

Quando incorporada a matriz, as NPs com MLZ (NP_MLZ) resultou em uma
diminuicAo mais acentuada quando comparada a branca (51,2% e 48,3% nas
concentragbes de 38,28 pg/mL e 76,57 pg/mL, respectivamente), enfatizando a
atividade biologica. A MLZ possui capacidade de inibir NF-kB e reduzir expressao de
COX-2 e INOS diminuindo a producédo de citocinas proé-inflamatoérias, favorecendo
uma diminuigc&o do perfil inflamatério (Beiranvan et al., 2021; Tian et al., 2026). J4 a
MLZ livre, e também o PROP livre, por outro lado, teve seus valores mais préximos
ao controle positivo. O resultado mostrado pode ter sido obtido devido a elevada
disponibilidade intracelular imediata do farmaco que reduziu sua eficiéncia
farmacolégica, o que provavelmente foi evitado com a associacdo no sistema
nanoparticulado, pela possivel liberacdo gradual e assim, evitando picos na
concentracdo (Beiranvan et al., 2021).

A NP_MLZ-P, apresentou o0 maior efeito entre todos os grupos avaliados,
chegando a valores proximos ao controle negativo em ambas as concentracfes
(40,3% e 37,4% nas concentragdes de 38,28 ug/mL e 76,57 ug/mL, respectivamente).
O PROP, um AGCC gerado pela microbiota intestinal, possui acdo imunomoduladora
e reduz ativacdo de NF-kB, producdo de citocinas pro-inflamatorias e estresse
oxidativo em macréfagos (He et al., 2023). A superioridade do sistema NP_MLZ-P,
sugere que a associacdo de MLZ e PROP promove uma melhor resposta oxidativa do
gue cada composto isoladamente e portanto, os dados obtidos sdo compativeis com
um efeito aditivo ou potencialmente sinérgico, decorrente da atuacdo complementar
advinda por diferentes mecanismos da resposta inflamatéria (Yan et al., 2025).

Portanto, a convergéncia dos mecanismos, junto a um sistema de liberacéo
nanoparticulado explica o desempenho superior e requerido da formulacdo NP_MLZ-
P e demonstra o potencial dos polimeros em possuirem acédo redutora dentro da

nanoparticula desenvolvida.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento de NPs através da técnica da complexacao
polieletrolitica foram obtidas com sucesso. As NPs com MLZ e PROP (NP_MLZ-P)
obtiveram tamanho médio, indice de polidispersdo e potencial zeta adequados,
apresentaram estabilidade fisica preliminar durante os noventa dias de analise sem o
aparecimento de precipitados. Apresentou rearranjos moleculares que demonstraram
a adequacéao das propriedades dos polimeros durante o rearranjo na formacéo da
particula mostrando amorfizacdo do sistema nanoparticulado. A morfologia se
mostrou esférica e condizente com o esperado. O perfil de liberacdo das NPs
apresentou melhora em relacdo ao farmaco e o metabdlito livre através de difuséo
fickiana. Ademais, o0 ensaio de eficiéncia de associacdo demonstrou a presenca de
MLZ e PROP no sistema.

Além disso, as NPs apresentaram perfis capacidade de interacdo com a
mucina, principalmente em condicbes mimetizando o pH colénico, demostraram
biocompatibilidade nas linhagens intestinais Caco-2, HT29-MTX e macréfagos Raw
264.7 com e sem a presenca de inflamag&o, mantendo niveis de viabilidade celular
dentro de limites considerados seguros nas condi¢cdes avaliadas. Nos estudos de
permeabilidade em modelo intestinal tridimensional, o sistema NP_MLZ apresentou
transporte moderado e comportamento distinto do farmaco livre, com indicios de maior
retencdo local e interagdo com a barreira epitelial, especialmente em condicdes
inflamatérias. Além de ter apresentado reducdes nos niveis de EROs nos modelos
celulares com inflamacao induzida por LPS tanto com e sem a presenca de MLZ e
PROP, também demonstrando o potencial da propria particula vazia (NP_B) em
realizar a diminuicao.

Em conjunto, os resultados indicam que a nanoformulacdo proposta
alcancou o0s objetivos propostos, desenvolvendo e avaliando o sistema
nanoparticulado com propriedades adesivas para administracdo oral e liberagao
colon-especifica, constituindo uma estratégia promissora para a liberagéo coldnica de

MLZ e PROP de forma conjunta, com potencial aplicacdo no tratamento da DII.
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APENDICE A: OTIMIZACAO DA FORMULACAO
1. MATERIAL
1.1 Principais matérias primas e reagentes
Acido hialurdnico da Pure Kemika®; Fosfato de potassio monobésico da
Synth®; Alta amilose Hylon VII da National Starch & Chemical; Hidréxido de sédio da
Vetec; Mesalazina, propionato de sodio e quitosana baixo peso molecular
(Mw=50.000-190.000 Da, grau de desacetilacdo de 75-85%) da Sigma Aldrich®.

1.2  Equipamentos

Analisador de particulas (Malvern®, modelo Zetasizer Nano-ZS); Analisador
Termogravimétrico (PerkinElmer®, modelo TGA 400); Autoclave vertical analégica
(Prismatec®, modelo CS-50); Balanca analitica (Marte®, modelo AUW220D);
Gotejador (SyringelD®, Baintree Scientific Inc. BS-300); Agitador magnético (Quimis,
modelo 751, sem aquecimento).

2. RESULTADOS E DISCUSSOES
2.1. Variacao da concentracdo de polimeros

Inicialmente diferentes concentracfes da blenda polimérica (AH:AR) em
uma proporcao 3:1 foram testadas e 0s seguintes resultados apresentados na Tabela

6 foram obtidos:

Tabela 6 — Efeito das variagbes estequiométricas na propor¢ao da blenda polimérica sobre
as propriedades coloidais (diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta) de sistemas

nanométricos analisados via espalhamento de luz dinamico (DLS).

Blenda Diametro

Amostra polimérica AH: Q(lrjnlto/rsnal_n)a Hidrodinamico  PdI (rI:%/)
AR (mg/mL) 9 (nm)

NP1_AR 0,10 0,50 374+ 6 0,28 24+1

NP2_AR 0,15 0,50 368 + 16 0,27 265

NP3_AR 0,20 0,50 253 + 13 026 205

(Selecionada)

A formulacdo NP3_AR foi selecionada devido a obtencdo de NPs com
rearranjos conformacionais Oticos, gerando diametros menores, populacdes
monodispersas, sem a ocorréncia de agregacao e segregacao de fases e denominada
NP_B_AR.
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Para a elaboracgdo das NPs com a auséncia de AR, o delineamento ocorreu

na proporcao de AH e os resultados obtidos foram exibidos na Tabela 7:

Tabela 7 — Efeito das variacGes estequiométricas na proporcao de acido hialurdénico sobre as
propriedades coloidais (diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta) de sistemas

nanométricos analisados via espalhamento de luz dindmico (DLS).

Ac. Hialurénico Quitosana . Diametro
Amostra ' Hidrodinamico Pdl PZ (mV)
(mg/mL) (mg/mL)
(nm)
(Selelg:z)%) ) 0,10 0,50 229 + 2 019 24+1
NP2 0,15 0,50 164 + 100 0,55 9+4
NP3 0,20 0,50 89 + 25 0,89 11+3

Com a presenca de AH ndo foi possivel utilizar de solu¢cdes mais
concentradas, tendo aparecido agregados e populacbes polidispersas nas

formulac6es NP2 e NP3 e a NP1 ganhou a nomeacao de NP_B.

2.2. Concentracdes de principios ativos
Baseado na pré-selecdo do delineamento anterior das NPs com e sem AR,
0s principios ativos foram adicionados a particula e a variacdo de concentracao

testada e exibidas nas Tabela 8 e 9:

Tabela 8 — Efeito das variacbes estequiométricas na proporcdo de mesalazina sobre as
propriedades coloidais (diametro hidrodinamico, PDI e potencial zeta) de sistemas

nanomeétricos analisados via espalhamento de luz dinamico (DLS).

Diametro

Mesalazina Propionato : AR Pz
Amostra (mg/mL) (mg/mL) Hidrodinamico Pdl mv)
(nm)
NP_AR1 0,10 0,10 221 +12 0,18 15+3
NP_AR?2 0,20 0,10 182 + 10 015 142

(Selecionada)

Pensando na obtencdo de uma incorporacdo tedrica maior a formulagéo
contendo AR com maior proporcao de MLZ foi selecionada (NP_AR?2) e chamada de

NP_MLZ-P_AR. Além disso, obteve menor tamanho, populacdo monodispersa e
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pouca diferenca de PZ apesar de teoricamente estar comportando quase o dobro de

farmaco.

Tabela 9 — Efeito das variacdes estequiométricas na proporcdo de propionato sobre as
propriedades coloidais (diametro hidrodindmico, PDI e potencial zeta) de sistemas

nanométricos analisados via espalhamento de luz dindmico (DLS).

Mesalazina Propionato , Diémetro' PZ
Amostra Hidrodinamico Pdl
(mg/mL) (mg/mL) (mV)
(nm)
NP 1 0,20 0,10 230+ 4 022 28+2
(Selg'ggfa Gy 020 0,20 233 +9 022 2942
NP_3 0,20 0,30 280 + 13 0,23 27%2

Para o delineamento posterior da particula sem AR, houve a tentativa de
aumentar também a quantidade de PROP para a obtencdo de uma particula com uma
maior quantidade de principio ativo associado. As particulas com 0,2 mg/mL (NP_2)
nao obtiveram um aumento significativo no tamanho, Pdl e PZ, enquanto a NP_3 com
0,3 mg/mL apresentou um aumento de didmetro hidrodinamico e a presenca de
agregados visualmente quando deixado em armazenamento por alguns dias. A

formulacdo selecionada ganhou o nome de NP-MLZ-P

2.3. Mudanca de metodologia

Para determinacdo da metodologia final no delineamento das NPs finais
com AR foram testadas duas técnicas de complexacéo polieletroliticas diferentes. A
pré-complexacéo, exibida na Tabela 5B como NP_AR_PC, e a complexacao direta,
identificada como NP_AR_C.

Na pré-complexacéo, o farmaco (MLZ) é gotejado previamente, tendo o
primeiro contato com a QS e o PROP em agitagcdo e apenas posteriormente 0s
polimeros restantes sdo gotejados, enquanto na complexacdo direta, a MLZ é
adicionada juntamente aos polimeros anionicos e todos sdo gotejados juntos na
solugéo de QS e PROP.

Tabela 10 — Efeito da variagdo da técnica de complexacao eletrolitica em pré-complexacao

(PC) e complexacao direta (C) sobre as propriedades coloidais (didmetro hidrodinadmico, PDI
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e potencial zeta) de sistemas nanométricos analisados via espalhamento de luz dinamico
(DLS).

Diametro Hidrodinamico

Amostra (nm) Pdl PZ (mV)
NP_AR_PC
(Selecionada) 184 £ 5 0,14 16 £ 2
NP_AR_C 186 + 15 0,08 1143

As técnicas no delineamento por DLS nao apresentaram grandes
diferencas, mas a pré-complexacdo representada como NP_AR_PC apresentou
valores de PZ mais elevados, demonstrando uma estabilidade melhor, além de se
destacar em ensaios posteriores, sendo, portanto, a técnica final selecionada. Para as

NPs sem AR, a técnica de pré-complexacao foi selecionada desde o inicio.



106

APENDICE B: VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE MESALAZINA E PROPIONATO

O método de validacdo analitica foi realizado utilizando cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), com amostrador automético e detector DAD-UV
operando a 216 nm. A separagao cromatografica foi conduzida em modo isocratico,
utilizando uma coluna Luna 5u C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) como fase estacionaria e
fase movel composta por agua ultrapurificada contendo 0,1% de acido fosférico
(Eluente A) e acetonitrila (Eluente B) na proporgéo de 90:10 (v/v). O fluxo foi mantido
constante em 1,0mL min™", sob temperatura controlada de 25°C, com tempo de
corrida de 15 minutos. Os resultados foram interpretados segundo os critérios da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), da Farmacopeia Americana (USP,
2020) e da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH Q2(R1)), sendo
analisados parametros de linearidade, preciséo, exatidao, seletividade, robustez e
conformidade do sistema.

1. MATERIAL
1.1. Principais matérias primas e reagentes
Acetonitrila adquirida da Merck®; Acido fosférico da Synth®; Mesalazina e

propionato comprados da Sigma Aldrich®.

1.2. Equipamentos

Balanca analitica (Marte®, modelo AUW?220D); Cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia (CLAE) (Agilent Technologies®, modelo 1220 Infinity LC); Agitador
magnético (Quimis, modelo 751, sem aguecimento)

2. METODOLOGIA
2.1 Conformidade do sistema

A conformidade do sistema foi avaliada previamente a fim de assegurar o
desempenho do sistema cromatografico sob as condi¢cdes propostas. Para isso foi
realizada seis inje¢des da solugéo de MLZ e PROP nas concentragoes de 50 pg mL™
e 1000 pug mL™, respetivamente. Os parametros avaliados incluiram tempo de
retencdo e area de pico do analito, bem como a adequabilidade do sistema estimada

por meio do niumero de pratos tedricos (N), fator de assimetria (10%) e fator de cauda

(M).
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2.2  Seletividade

A seletividade foi feita utilizando uma suspenséo de nanoparticulas vazias
(NP_B), apenas com a presenca dos componentes da matriz polimérica com a
auséncia do farmaco e do metabdlito. As nanoparticulas foram rompida utilizando da
fase movel como diluente, seguidas de agitacdo em vortex por cinco minutos, seguida
de centrifugacéo a 15.000 rpm. O sobrenadante foi analisado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), nas mesmas condi¢des cromatograficas estabelecidas para
o0 método. A seletividade foi confirmada pela comparagéo dos cromatogramas da fase
movel, das nanoparticulas vazias e da solucao padrédo de mesalazina, verificando-se

a auséncia de picos interferentes no tempo de retencao correspondente ao analito.

2.3 Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada por meio da média obtida a
partir da construcdo de trés curvas analiticas independentes, relacionando a area com
a concentracdo dos analitos (MLZ e PROP). As curvas foram obtidas a partir de
diluicdes preparadas nas concentracées de 100, 200, 350, 500, 750, 1000, 1250 e
1500 pg mL™* de PROP e de 2,5; 5,0; 10; 17,5; 25; 37,5; 50; 62,5 e 75 ug mL-1 de
MLZ, a partir de uma solugédo mée preparada na concentracao de 250 pg mL™* de MLZ
e 5000 ug mL™* de PROP. A curva foi realizada em triplicata.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados, sendo determinado o coeficiente de correlagao (r), a
fim de verificar a adequacéo do modelo linear, e avaliados considerando adequada a

linearidade nos casos em que o r fosse igual ou superior a 0,99.

2.4  Precisao

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio
de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado.
A precisdo foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade e de precisao
intermediaria. A determinagcdo da repetibilidade foi realizada com as mesmas
condicBes experimentais, mesmo analista e mesmo equipamento em um unico dia
utilizando trés concentracgdes: baixa (5 pg. mL-1 de MLZ e 100 pg. mL-1 de PROP),
média (37,5 pg. mL-1 de MLZ e 750 pug. mL de PROP) e alta (75 pg. mL-1 de MLZ e

1500 pg. mL-1 de PROP), com trés réplicas em cada nivel. J4 a determinacdo da
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precisdo intermediaria foi realizada no mesmo laboratério sob a mesma condigéo,
porém em dias diferentes por analistas distintos. A proximidade entre os resultados
obtidos foi verificada, calculando-se o desvio padrédo relativo (DPR), conforme a
Equacéao 5:

.5 _ DP ~
Precisao = ——x 100 (Equacéo 5)

Em que: DP € o desvio padrdo e CMD € a concentragdo média determinada.

2.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um
valor aceito como verdadeiro. A exatidado foi obtida a partir de trés concentracdes:
baixa (5 pg. mL-1 de MLZ e 100 pg. mL-1 de PROP), média (37,5 ug. mL-1 de MLZ e
750 pug. mL-1 de PROP) e alta (75 pg. mL-1 de MLZ e 1500 pg. mL-1 de PROP), em
triplicata. O grau de concordancia entre os resultados obtidos em relacéo aos valores

tedricos foi avaliado por meio do célculo de recuperacéo (Equacéo 2):

Concentrac¢io média experimental

Exatidao (%) = x 100 (Equacéo 6)

Concentragao teoérica

2.6  Robustez

A robustez do método foi avaliada com o intuito de verificar sua capacidade
de permanecer inalterado pela introducdo de pequenas variacbes nos parametros
analiticos, refletindo a sua estabilidade operacional em condicdes levemente
alteradas. Para tanto, foram analisadas amostras contendo MLZ e PROP na
concentracéo 37,5 ug. mL-1 e 750 ug. mL-1, respetivamente, sob diferentes condi¢oes
experimentais, sendo elas: comprimento de onda de detecgéo (variagdo de +1 nm),
fluxo do eluente (variacdo de £ 0,1 mL min™) e temperatura (variagéo de +1 °C). Todas

analises foram realizadas em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a quantificacdo da MLZ e do PROP o método analitico foi validado e
utilizado para quantificar o farmaco e do pos-bidtico nas NPs. A adequacgéo do método
foi avaliada conforme orientado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2017).

3.1. Conformidade do sistema
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A avaliacdo da conformidade cromatogréfica constitui uma etapa essencial
na validacdo de métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
assegurando que o sistema utilizado esteja apto a fornecer resultados confiaveis,
precisos e reprodutiveis. A conformidade é verificada por meio de parametros
especificos que caracterizam o desempenho do sistema cromatogréafico, como tempo
de retencao, area, altura do pico, fator de assimetria, fator de cauda e niamero de
pratos tedricos (ANVISA, 2003; ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2020). Tais
parametros sdo fundamentais para garantir que a separagdo, deteccdo e
guantificacdo dos analitos ocorram de forma eficiente e consistente. O cromatograma
obtido a partir da injecdo simultanea de MLZ e propionato estdo evidenciados na

Figura 24.

Figura 24 — Cromatograma da mesalazina (tempo de retencéo: 3,138) e do propionato (tempo
de retencdo: 6,219) nas concentracdes de 50 pg mL™* e 1000 pg mL™, respectivamente,
obtido por UV-DAD em 216 nm.
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De acordo com as diretrizes estabelecidas pela RE n° 899/2003 da
ANVISA, pela RDC n° 166/2017 e pelo guia internacional ICH Q2(R1), a conformidade
deve ser avaliada previamente a aplicacédo analitica do método, assegurando que o
sistema cromatografico esteja em condi¢fes ideais de operacdo. Com base nessas
diretrizes, os parametros cromatograficos da MLZ foram avaliados e os resultados

obtidos encontram-se apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores médios e desvios-padrdo dos parametros cromatograficos (tempo de
retencédo, area do pico, altura do pico, assimetria, fator cauda e nimero de pratos tedricos) da

MLZ e propionato obtidos ha avaliagdo da conformidade do sistema de CLAE para a validacéo

do método.
_ Critério de
Parametros MLZ + DP Propionato = DP o
aceitabilidade
Tempo de retencao (min) 3,86 £ 0,04 6,69 = 0,02 -
Area 4846,25 + 117,75 675,50 + 106,69 -
Altura 511,19 £ 24,53 109,81 + 3,41
Fator de assimetria (AS) 1,06 £ 0,07 1,46 £ 0,20 AS <2
Fator de cauda (FC) 0,79+0,01 1,66 £ 0,24 FC<2
NUmero de pratos 41017,66 +
. 4637,83 £ 390,67 N > 2000
tedricos (N) 2682,73

O tempo de retencdo (tR) médio da MLZ foi de 3,86 + 0,04 minutos,
enquanto a média obtida pelo PROP apresentou um tempo de 6,69 + 0,02, mostrando
gue ambos os picos podem ser identificados sem interferéncias.

Em relacéo ao fator de assimetria, o valor médio obtido foi de 1,06 + 0,07
para a MLZ e 1,43 = 0,20 para o PROP, ambos valores se mantiveram dentro do
permitido pela ANVISA (AS < 2). A simetria dos picos cromatograficos € uma
caracteristica importante para a exatiddo da quantificacdo, pois picos assimétricos
podem comprometer a reprodutibilidade e a linearidade dos resultados.

O fator de cauda foi de 0,79 + 0,01 (MLZ) e 1,66 £ 0,24 (PROP), valores
gue confirmam a adequacao da interacao entre o analito e a fase estacionaria, sendo
inferior ao limite maximo de 2,0 proposto pela farmacopeia brasileira (ANVISA, 2017).
Tal resultado refor¢ca a qualidade da separacdo e o bom desempenho do método
cromatografico.

O numero de pratos tedéricos, parametro relacionado a eficiéncia da coluna,
para o farmaco foi de 4637,83 + 390,68, enquanto para o pos-biético foi de 41017,67
+ 2682,74, valores esses bem acima do minimo de 2000 pratos tedéricos, conforme os
critérios da USP (2020) e ANVISA (2017). Esse resultado indica que a coluna promove
uma separacdao eficiente e € capaz de manter uma resolucédo adequada ao longo das

andlises.
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Portanto, todos os parametros avaliados demonstraram estar em plena
conformidade com os critérios estabelecidos pelas normas nacionais e internacionais.
Isso evidencia que o sistema cromatografico se encontra ajustado para fornecer
resultados confidveis e robustos, assegurando a qualidade metodologica e a

seguranca analitica exigidas para aplicacdes laboratoriais e farmacéuticas.

3.2. Seletividade

A seletividade do método tem por objetivo avaliar a capacidade do método
em quantificar a MLZ e o PROP na presenca dos componentes da formulacao,
assegurando a auséncia de interferéncias provenientes dos excipientes. Os
resultados obtidos foram apresentados na figura 2A.

Figura 25. Cromatograma dos componentes da matriz polimérica, acido hialurbnico e
guitosana, obtido por UV-DAD em 216 nm.
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O cromatograma da matriz polimérica apresentou picos pequenos de
retencdo inferiores ao da MLZ e um pico maior em 4,08 min atribuidos aos

componentes da formulag&o ou residuos do processo de preparo. N&o coeluiram com
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0s picos correspondentes a MLZ e ao PROP, ndo comprometendo sua identificacao

e quantificacao.

3.3. Linearidade

A linearidade tem por objetivo demonstrar a capacidade do método
analitico em proporcionar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do
analito em uma amostra, dentro de uma faixa estabelecida. Segundo a ICH Q2(R1), a
linearidade deve ser avaliada mediante a analise de, no minimo, cinco concentracdes
diferentes do analito. As diretrizes da ANVISA (RE n° 899/2003; RDC n° 166/2017) e
da Farmacopeia americana (USP, 2020) também recomendam o uso de réplicas e a
avaliacdo de parametros estatisticos como a equacédo da reta.

A linearidade foi determinada para a MLZ a partir da construcéo de curvas
analiticas com oito concentragdes distintas (5 pg/mL, 10 pg/mL, 17,5 pg/mL, 25 pg/mL,
37,5 ug/mL, 50 pg/mL, 62,5 ug/mL, 75 pg/mL) preparadas em triplicata e as areas dos
picos cromatograficos foram plotadas em funcdo da concentracdo, como exibido na

Figura 26.

Figura 26. Curva de calibracao construida com oito pontos de concentragéo (5; 10; 17,5; 25;
37,5; 50; 62,5 e 75 ug/mL), injetados em triplicata, correlacionando a concentracdo de MLZ

com a area do pico cromatografico detectado a 216 nm.
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A equacao da linha de regressao obtida a partir da curva analitica foi
expressa comoy = 67,911x + 13,784 onde y representa a area do pico a 216 nm e X

corresponde a concentragao do farmaco (ug/mL). O coeficiente de correlagao linear,
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calculado como r = 0,9985, confirma a linearidade do método proposto para a anélise
(ANVISA, 2017).

Foi realizada analise de variancia ANOVA a partir dos dados obtidos na
curva analitica para verificar se a regresséao linear foi significativa (Tabela 12). O valor
de F calculado foi maior que F tabelado (4,3), indicando que a regressao é altamente
significativa (p>0,0001). Para falta de ajuste, por outro lado, F calculado foi inferior a
F tabelado, indicando que ndo ha falta de ajuste significativa. Assim, o modelo linear

descreve adequadamente os dados da curva analitica.

Tabela 12 - Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencédo da curva da

mesalazina

Fonte de Somade Graus de

variacao gquadrados liberdade P calculado F tabelado
Regresséao 62.510.011 1 3580,73" 4,3
Residuo 384.061 22 - -
Falta de ajuste 91.324 5 1,00 2,85
Erro puro 292.737 16 - -
Total 62.894.072 23 - -

*Significativo para p<0,0001.

A linearidade do PROP foi determinada a partir da constru¢do de curvas
analiticas com oito diferentes concentra¢des (100 pg/mL, 200 pg/mL, 350 pug/mL, 500
pg/mL, 750 pg/mL, 1000 pg/mL, 1250 pg/mL, 1500 pg/mL) preparadas em triplicata

tendo suas areas plotadas em funcao da concentracéo, como mostra a Figura 27.
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Figura 27. Curva de calibracéo elaborada com oito concentragdes (100; 200; 350; 500; 750;
1000; 1250 e 1500 pg/mL), injetadas em triplicata, representando a relacdo entre a
concentracao de PROP e a area do pico cromatografico em 216 nm.
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A equacdo da reta de regressdo obtida a partir da curva analitica foi
determinada como y = 0,5349x + 38,2428, em que Yy representa a area do pico
detectado a 216 nm e x corresponde a concentragdo do farmaco em pg/mL. O
coeficiente de correlacao linear obtido (r = 0,9955) evidencia a forte relacéo linear
entre os dados experimentais, corroborando a adequacéo do modelo proposto para a
guantificacdo do analito, conforme os critérios estabelecidos pela RDC n° 166/2017
(ANVISA, 2017). Para o propionato, também foi realizada analise de variancia ANOVA
a partir dos dados obtidos na curva analitica para verificar se a regressao linear foi

significativa, os dados obtidos estédo dispostos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencao da curva do

propionato
Fonte de Somade Graus de
variagcao guadrados liberdade F calculado F tabelado
Regresséao 1.456.386,78 1 1438,05" 4,3
Residuo 21.267,75 22 - -
Falta de ajuste 6.871,74 5 1,19 2,79
Erro puro 14.396,01 16 - -
Total 1.477.654,53 23 - -

*Significativo para p<0,0001.

O valor de F calculado foi superior ao de F tabelado, indicando que a
regressao é altamente significativa (p>0,0001). Para falta de ajuste, por outro lado, F
calculado (1,19) foi menor que F tabelado (2,79), indicando que nédo ha falta de ajuste
significativa. Assim, o modelo linear descreve adequadamente os dados da curva

analitica também para o propionato.

3.4. Preciséo
3.4.1. Preciséo intermediaria
A preciséo intermediaria do método foi avaliada por meio da analise de trés
concentragdes distintas da MLZ e PROP, realizadas por dois analistas diferentes. Os
resultados expressos como meédia e desvio padrdo relativo (DPR) encontram-se na
Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados da precisao intermediaria para MLZ e PROP, obtidos em trés

diferentes concentragfes sob as mesmas condi¢cdes operacionais.

Concentracao (pug/ml) Média DPR (%)

5 226,4 + 3,67 1,62

MLZ 37,5 1777,6 £ 50,90 2,86
75 3579,1 + 157,42 4,40

100 37,9+1,88 4,96

750 287,6 £ 2,63 0,91

PROP

1500 587,9 £ 9,31 1,58

A avaliacdo da precisdo intermediaria indicou que ndo houve diferenca

significativa na variabilidade dos dados obtidos pelo analista, tendo em vista que os
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dados obtidos apresentaram todos os DPR (%) abaixo de 5%, conforme preconizado
(ANVISA, 2017).

Esses resultados corroboram a adequacdo do método para analises
guantitativas simultdneas de MLZ e PROP, apresentando precisao e reprodutibilidade,
conforme recomendam as normas internacionais (ICH, 2005; USP, 2020).

3.4.2. Repetibilidade
Refere-se a precisédo dos resultados obtidos pelo mesmo operador, com 0s mesmos
instrumentos, em um curto intervalo de tempo (ANVISA, 2017). As medicOes da area
para cada amostra foram realizadas em triplicata e os resultados estao detalhados na
Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados da andlise de repetibilidade para o farmaco (MLZ) e o pds-bibtico
(PROP), obtidos por trés repeticdes realizadas pelo mesmo operador e condi¢cdes

operacionais.

MLZ PROP
Concentracao . DPR Concentracao ) DPR
Média Média
(Mg/mL) (%) (Mg/mL) (%)
5 226,4 + 3,7 1,62 100 37919 4,96
17776 £
37,5 2,86 750 2876+26 091
50,9
3579,1
75 4,40 1500 587,9+9,3 1,58
157,4

Para a MLZ, os valores variaram entre 1,62% e 4,40%, enquanto para o
PROP os resultados oscilaram entre 0,91% e 4,96%, evidenciando uma boa
repetibilidade do método. Conforme os critérios estabelecidos pela RDC n°® 166/2017
(ANVISA, 2017), valores do DPR% inferiores a 5% sao considerados aceitaveis para
amostras em concentracdo nominal, o que foi plenamente atendido em todas as faixas
de concentracao analisadas.

A baixa variacdo entre as réplicas confirma a precisdo do método e a
reprodutibilidade sob condigcdes controladas, reforcando a adequacdo do

procedimento analitico para aplica¢des futuras em rotinas de controle de qualidade.

3.5. Exatidao
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A exatiddo é definida como o grau de concordancia entre o valor
experimental obtido e o valor tedrico real, quando se aplica 0 método analitico em
estudo. Idealmente, os resultados devem se aproximar de 100% de recuperacgao; no
entanto, valores dentro da faixa de 80 a 120% sao considerados aceitaveis para a
maioria das analises quantitativas, conforme preconizado pela RDC n° 166/2017
(ANVISA, 2017). Os resultados foram obtidos e expressos na Tabela 16 e 17.

Tabela 16 - Resultados da analise de exatiddo do método analitico desenvolvido para

guantificacdo de MLZ por CLAE

Concentragdo tedrica Concentracao experimental Exatidao (%)

5,0 4,70 93,93
37,5 38,54 102,76
75,0 73,40 97,87

Tabela 17 - Resultados da andlise de exatiddo do método analitico desenvolvido para
guantificacdo de PROP por CLAE

. Concentracao .
Concentracdao teorica _ Exatidao (%)
experimental
100 87,67 87,67
750 788,80 105,17
1500 1440,69 96,05

Com base nos dados apresentados na Tabela 16 e 17, observa-se que os
percentuais de recuperacdo obtidos confirmam a exatiddo do método desenvolvido,

demonstrando sua adequacéo para a quantificacdo do farmaco em estudo.

3.6. Robustez

A robustez é definida como a capacidade de um procedimento de
permanecer insensivel a pequenas variacbes nos parametros operacionais,
demonstrando assim sua confiabilidade durante o uso (ICH, 2005). A avaliacdo da
robustez visa identificar a influéncia de variaveis como temperatura e fluxo
assegurando que essas alteragfes ndo comprometam a performance do método e
contribuam para a garantia da qualidade analitica assegurando consisténcia e

exatidao.
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Devido a isso, a MLZ e o PROP foram submetidos a variacdes de fluxo,
temperatura e comprimento de onda em concentra¢cdes de 37,5 pug/mL e 750 pg/mL
respectivamente preparadas em triplicata e a concentracdo real, area e robustez

foram avaliadas e compiladas na Tabela 18 e 19.

Tabela 18 - Avaliagdo da robustez do método analitico para MLZ frente a variagfes
controladas de fluxo, temperatura da coluna e comprimento de onda realizadas em CLAE.

) Concentracgao i Robustez

Variacao Area

(Mg/mL) (%)
Fluxo 0,9 mL/min 30,75 +£2,34 2101,83+158,84 81,99
Fluxo 1,1 mL/min 30,93+2,51 2114,13+170,21 82,47
Temperatura 28 °C 32,91 + 3,06 2249,03 £ 208,12 87,77
Temperatura 32 °C 31,87 £ 2,86 2178,40 £ 194,24 85,00
Comprimento de onda 215

33,95+2,74 2319,20 + 186,01 90,53
nm
Comprimento de onda 217

30,09 + 3,15 2057,10 £ 213,62 80,24

nm

Tabela 19 - Avaliacdo da robustez do método analitico para PROP frente a variacbes

controladas de fluxo, temperatura da coluna e comprimento de onda realizadas em CLAE.

o Concentragao . Robustez

Variagao Area

(Mg/mL) (%)
Fluxo 0,9 mL/min 628,95 + 79,36 374,67 £42,45 83,86
Fluxo 1,1 mL/min 636,06 + 128,90 378,47 £ 68,95 84,81
Temperatura 28 °C 670,64 £112,20 396,97 + 60,01 89,42
Temperatura 32 °C 670,33 +119,99 396,80 £ 64,18 89,38
Comprimento de onda 215

696,88 + 106,57 411,00 = 57,01 92,92
nm
Comprimento de onda 217

644,72 + 121,01 383,10 £ 64,73 85,96

nm

Idealmente, os resultados devem se aproximar de 100% de recuperacao;
no entanto, valores dentro da faixa de 80 a 120% sao considerados aceitaveis para a

maioria das analises quantitativas, conforme preconizado pela RDC n° 166/2017
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(ANVISA, 2017). A MLZ apresentou variacdes de 80,24% a 90,53%, estando dentro
do percentual requisitado, assim como o PROP que demonstrou resultados ainda
mais proximos do ideal variando de 83,86% a 92,92%, demonstrando assim que

pequenas variagdes ndo comprometem o método.
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