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RESUMO

A retocolite ulcerativa (RU) é uma das doencas inflamatdrias intestinais (DI1) que afetam parte
da populagdo mundial por causarem intensa inflamacdo do TGI (trato gastrintestinal). A terapia
consiste em manter a remissdo da doenca inibindo a ativacdo da cascata inflamatéria, sendo a MSZ
(mesalazina) eficaz em casos leves e moderados, no entanto, € um desafio no tratamento manter
uma concentracdo adequada do farmaco na mucosa do c6lon, uma vez que o farmaco requer varias
administracdes diérias (>2g/dia) por apresentar rapida absor¢do no estdbmago e intestino delgado e
consequentemente dispondo de uma concentracao insuficiente no colon. Atualmente, o avancgo da
tecnologia farmacéutica tem proporcionado diversos sistemas promissores para vetorizacdo de
farmacos direcionados a sitios especificos, buscando superar as limitagdes das formulacGes
convencionais. Neste trabalho, desenvolveu-se nanosuspensdes (NS) incorporadas em complexos
polieletroliticos (PECs) como potencial estratégia para vetorizacdo da MSZ ao célon. Os PECs
foram compostos por quitosana (QS), alginato (ALG) e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP),
polimeros naturais e mucoadesivos, propriedades que contribuem em manter uma maior permanéncia
do farmaco na mucosa inflamada. Para obtencdo dos sistemas nanoestruturados foi utilizado o
método de complexacao polieletrolitica, a qual se incorporou o farmaco em sua forma solubilizada
e em nanosuspensdes (obtida pelo método de Bottom-up). As nanosuspensdes consistem em
dispersdes coloidais submicrométricas com intuito de aumentar a solubilidade de farmacos pouco
solveis em agua, como a MSZ, aumentando suas taxas de dissolucdo, viabilizando a transposi¢édo
as barreiras bioldgicas e retencdo a tecidos especificos. Foi avaliado a influéncia do pH em
diferentes proporcGes de polication (QS) e polianions (ALG/HP) para obtencao das nanoestruturas.
As amostras apresentaram resultados favoraveis (427nm/0,5/+30,5mV-pH4)
(227nm/0,5/+24,8mV-pH®6) e verificou-se que a concentracdo de 1,66mg/ml foi a mais adequada
para a incorporacdo do farmaco. Além disso, as hanosuspensdes foram comparadas com o farmaco
disperso molecularmente e o percentual de eficiéncia de associacdo apresentou resultados
significativos (59 e 61%). A microscopia de varredura ilustrou a forma esférica das particulas com
uma distribuicdo uniforme. Avaliando a estabilidade dos sistemas, houve reducéo significativa no
didmetro com menor proporcao de CS em pH 4, no PDI a adicdo de HPMC e maiores proporcdes
de CS proporcionou obtencdo de particulas monodispersas e no potencial zeta, houve um aumento
significativo na densidade de carga com maior propor¢do de CS. Assim, a utilizacdo de
nanosuspensdes pode ser uma estratégia promissora para aumentar o teor de encapsulacdo de
farmacos pouco lipofilicos.

Palavras chave: quitosana, alginato, HPMC, mucoadesao, complexos polieletroliticos,
nanoparticulas poliméricas, mesalazina, nanosuspensoes.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is one of the inflammatory bowel diseases (IBD) that affect part of the
world population by causing intense inflammation of the GI tract (gastrointestinal tract). The
therapy consists of maintaining the remission of the disease by inhibiting the activation of the
inflammatory cascade, being MSZ (mesalazine) effective in mild and moderate cases, however,
it is a challenge in the treatment to maintain an adequate concentration of the drug in the colon
mucosa, since that this drug requires several daily administrations (>2g/day) as it is rapidly
absorbed in the stomach and small intestine and consequently has an insufficient concentration
in the colon. Currently, the advancement of pharmaceutical technology has provided several
promising systems for targeting drugs to specific sites, seeking to overcome the limitations of
conventional formulations. In this work, we developed nanosuspensions (NS) incorporated in
polyelectrolyte complexes (PECs) as a potential strategy for vectoring MSZ to the colon. The
PECs were composed of chitosan (QS), alginate (ALG) and hydroxypropylmethylcellulose (HP)
phthalate, natural polymers and mucoadhesives, properties that contribute to maintain a longer
permanence of the drug in the inflamed mucosa. To obtain the nanostructured systems, the
polyelectrolytic complexation method was used, in which the drug was incorporated in its
solubilized form and in nanosuspensions (obtained by the Bottom-up method). Nanosuspensions
consist of submicron colloidal dispersions in order to increase the solubility of poorly water-
soluble drugs, such as MSZ, increasing their dissolution rates, enabling the transposition of
biological barriers and retention to specific tissues. The influence of pH on different proportions
of polycation (CS) and polyanions (ALG/HP) was evaluated to obtain the nanostructures. The
samples showed favorable results (427nm/0.5/+30.5mV-pH4) (227nm/0.5/+24.8mV-pH6) and it
was found that the concentration of 1.66mg/ml was the most appropriate for drug incorporation.
Furthermore, the nanosuspensions were compared with the molecularly dispersed drug and the
percentage of association efficiency showed significant results (59 and 61%). Scanning
microscopy illustrated the spherical shape of the particles with a uniform distribution. Evaluating
the stability of the systems, there was a significant reduction in the diameter with a lower
proportion of CS at pH 4, in the PDI the addition of HPMC and higher proportions of CS provided
obtaining monodisperse particles and in the zeta potential, there was a significant increase in the
charge density with higher proportion of CS.Thus, the use of nanosuspensions may be a
promising strategy to increase the encapsulation content of low lipophilic drugs.

Key words: chitosan, alginate, HPMC, mucoadhesion, polyelectrolyte complexes, polymeric
nanoparticles, mesalazine, nanosuspensions.



SIGLAS E ABREVIATURAS

DC= doenca de Crohn

RU= retocolite ulcerativa
DII=doencas inflamatorias intestinais
MSZ= mesalazina
QS= quitosana
HP= ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
ALG= alginato
COX= cicloxigenase
TGI=trato gastrintestinal
PEC=complexo polieletrolitico
NP= nanoparticulas
NS= nanossuspensdes
VO= via oral
DPR %= desvio padrao relativo
RPM-= rotag¢&o por minuto
PDI= indice de polidispersdo
DLS= espalhamento de luz dindmico
UV= ultravioleta
VIS= visivel
EA%-= eficiéncia de associacao
LD= limite de deteccdo

LQ= limite de quantificacdo
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1.  INTRODUCAO

As doencas inflamatorias intestinais (DIlI) sdo doencas autoimunes caracterizadas por
inflamacéo cronica, ulceracdes da mucosa e hemorragia do trato gastrointestinal (TGI). Dentre as
doengas inflamatodrias intestinais, a doenca de Crohn (DC) pode acometer qualquer regido do TGl,
como célon e ileoterminal (HUA, 2015), enquanto a retocolite ulcerativa (RU) consiste em uma
inflamacéo que envolve a mucosa do colon e do reto, podendo ser limitada ao reto, retossigmoide
ou podendo atingir todo o colon (SIMOES, 2003). A causa ndo é totalmente elucidada, podendo
ocorrer por diversos fatores, como genéticos, estresse ambiental, microbioma e disfungédo
imunologica (HUA, 2015). Os principais sintomas sdo: diarréia, enterorragia, tenesmo, eliminacéo
de muco,dores abdominais (SIMOES, 2003), anemia e perda de peso (BARANI, 2021).

Algumas estratégias terapéuticas sao destinadas a manter a remissdo da doencga, como 0 uso de
imunomoduladores, corticosterdides, anticorpos monoclonais, antibiéticos de amplo espectro
(BARANI, 2021) e os aminossalicilatos como a mesalazina (MSZ). A MSZ é farmaco de escolha
na terapia da RU, e tem como alvo o processo inflamatério, interferindo em um conjunto de fatores
e vias de sinalizacdo, tais como COX, lipoxigenase e TNF-o (TRAVIS,2011). Entretanto, a MSZ
apresenta rapida e extensa absorcdo nas partes superiores do trato gastrointestinal quando
administrada por via oral (VO), requerindo doses acima de 2g/dia, o que leva a efeitos colaterais,
tais como dores abdominais, diarréia, nduseas e vémitos. Consequentemente, uma pequena

concentracdo de MSZ chega no c6lon reduzindo sua eficécia terapéutica.

Nos ultimos anos, a pesquisa e desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos trouxe
uma grande e instigante perspectiva para melhorar a eficiéncia terapéutica de fa&rmacos. Quando o
farmaco é incorporado em sistemas de liberacdo, as propriedades que governam sua liberacéo,
interacdo com o0 meio bioldgico e estabilidade ndo sdo mais determinadas apenas pelas
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, podendo ser modificadapelo sistema. A incorporacéo
de farmacos nos sistemas pode melhorar a estabilidade, reduzir o metabolismo pré-sistémico,
aumentar o tempo de permanéncia do farmaco no local de acdo ou de absor¢éo e possibilitar o
direcionamento do farmaco para sitios especificos, permitindo a reducéo da dose, a obtencéo de
regimes posologicos mais adequados, menores efeitos adversos e maior adesdo do paciente a
terapia (GREMIAO, 2012). Dentre eles, os complexos polieletroliticos (PECs) baseados em
polissacarideos e as nanossuspensdes sdo estratégias promissoras para o tratamento da retocolite

ulcerativa.
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Nos sistemas de liberacdo de farmacos, o tipo de polimero ou material utilizado, bem como sua
massa molecular e grau de reticulacéo, influenciaréo na sua capacidade de adesdo ao muco, dentre
esses sistemas de liberacdo as nanosuspensdes (NS) sdo capazes de aumentar a solubilidade de
farmacos pouco sollveis em agua, otimizando sua taxas de dissolugdo, e 0os complexos
polieletroliticos, podem carrear farmacos com pH dependente, compostos por polimeros naturais,
atoxicos, biodegradaveis e biocompativeis com diversos materiais. A estrutura quimica do
polimero determina algumas propriedades importantes neste processo, como a presenca de grupos
hidroxila, carboxila ou amina podem contribuir para o estabelecimento de ligagcdes de hidrogénio.
Polimeros com grupos ionizaveis podem interagir por interacdo eletrostadtica com o muco
carregado negativamente e essa interagdo é dependentedo pH do meio (VARUM, 2008).

Neste trabalho, buscou-se desenvolver e caracterizar sistemas baseados em nanossuspenséo de
mesalazina e complexos polieletroliticos para potencial aplicacdo na recolite ulcerativa. Os
complexos polieletroliticos foram baseados em quitosana (QS), um polimero catiénico, e 0s
polianions alginato (ALG) e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP). A QS eALG sdo polimeros
amplamente utilizados em sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que apresentam
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e apresentam uma
importante capacidade mucoadesiva (BONI, 2017), o que contribui para melhor retencdo do
farmaco ao local de acdo ou absorcdo (KONUS, 2017), bem como, o0 HPMC além de possuir tais
propriedades, pode contribuir para modulacdo da permeacdo celular e gastroresisténcia (BONI,
2017).
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2. EUNDAMENTACAOQ TEORICA

Apesar de muito utilizada, a via oral apresenta caracteristicas e propriedades que impde muitas
barreiras a veiculacéo de farmacos e, muitas vezes, limitam o seu uso como o metabolismo pre-
sistémico, a baixa solubilidade em agua e a biodisponibilidade baixa e erratica (ENSIGN, 2012) Por
outro lado, as propriedades fisioldgicas e biologicas ao logo do tratogastrintestinal podem ser
explorados no delineamento racional de sistemas de liberacdo de fa&rmacos. Por exemplo, aumentar
o0 tempo de residéncia do farmaco explorando capacidade dosistema de ficar aderido ao muco, que
recobre todo o tecido epitelial do trato gastrintestinal (TGI), pode aumentar a a¢do no local ou a
absorcdo do farmaco (CARVALHO, 2010). Odesenvolvimento de sistemas de liberagdo sitio-
especifico de farmacos, a partir da vetorizagcdodo farmaco para o célon e reto, pode favorecer sua
acdo farmacoldgica no local de acdo, reduzir a toxicidade sistémica e consequente melhorar a
qualidade de vida do paciente (PEDREIRO, 2016).

O avanco do conhecimento em tecnologia farmacéutica, particularmente na pesquisa de novos
materiais e sistemas de liberacdo, tem permitido o desenvolvimento de sistemas inovadores com
ampla gama de propriedades fisico-quimicas e estruturais, as quais podem serracionalmente

delineadas para se alcancar objetivos especificos.

A compartimentalizacdo de farmacos em sistemas carreadores micro ou nanoestruturados é
uma estratégia racional e promissora para a modulacdo das propriedades biofarmacéuticas dos
farmacos, as quais passam a ser fortemente influenciadas pelas propriedades do sistema, de modo
que atributos criticos como protecdo contra degradacdo nas porcdes superiores do TG,
propriedades de intumescimento, liberacdo e mucoadesdo possam ser modulados para atingir as
necessidades terapéuticas especificas. Sistema de liberacdo col6nica consiste em uma liberacéo
local no tratamento de doengas inflamatorias, com pH especifico do cdlon, tendo em vista o tempo
de transito intestinal e bactérias residentes do céloncapazes de degradar 0os materiais da matriz que
permitirdo a liberacdo do farmaco (AULTON, 2005). Neste capitulo serdo abordados os principais

fundamentos envolvidos no trabalho.
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2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As doencas inflamatorias intestinais (DIlI) sdo doencas autoimunes caracterizadas por
inflamacéo cronica, ulceragfes da mucosa e hemorragia do trato gastrointestinal. Atualmente, ndo
apresentam cura, no entanto, algumas terapias sdo adotadas para alcancar a remissédo do quadro
inflamatorio, com uso de imunossupressores, corticosterides, aminossalicilatos, porém, as
formulacBes convencionais sao limitadas, uma vez que a distribuicao sistémica acarreta em efeitos
adversos e toxicidade apo6s distribuicdo do farmaco pelo organismo (HUA, 2015).

Diversos fatores podem contribuir para o aumento da incidéncia e prevaléncia das DII, como
fatores ambientais, estilo de vida e genética, sendo maior na Europa e América do Norte, no
entanto, pode abranger todos 0s continentes e atingir principalmente a faixa etaria entre 30 e 40
anos de idade (ROBUSTI, 2021). A inflamacdo altera a integridade e metabolismo da mucosa
intestinal, ocorrendo perda da camada externa devido a translocagdo de bactérias, o que leva a
ativacdo de vias de sinalizacdo enddgena aumentando a expressao de mucinas e outros fatores que
promovem o recrutamento de células imunes para o tecido e outros receptores inflamatérios (HUA,
2015). A figural ilustra o tecido do célon saudavel, com a mucosa protegida pela camada externa
e amucosa inflamada exposta a diversos microrganismos.

Figural: Alteracdes da mucosa gastrica em DII causadas pelo processo inflamatério.
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Além disso, as DIl promovem alteracdes na fisiologia do TGI, podendo levar a reducdo nos
valores de pH do colon (2,3-5,5), alteracbes no meio enzimatico, com reducdo de espécies
bacterdides, bifidobactérias e Eschirichia coli, bem como aceleragdo do tempo de transito colénico
(SANTOS, 2021).

2.12.RETOCOLITE UL CERATIVA

A (RU) é uma das doencas inflamatorias intestinais, que pode ser causada por fatores
ambientais, alteracdo da fungdo e composi¢do do muco, desregulacéo imunolégica da mucosa por
transducdo de sinal que levam a inflamagéo do colon (REMBACKEN, 1999), alémdo estresse,
infeccbes bacterianas, dieta e tabagismo (LACERDA, 2018). O muco e seus produtos
antimicrobianos secretados pelas células epiteliais, impedem o contato de microrganismos nocivos
com a superficie celular. Assim, MARTINI e col. (2017), sugeriram que a inflamacdo causada na
retocolite estd associada a diminui¢do de MUC-2, principal mucina formadora de gel secretada no
intestino (MARTINI, 2017).

O diagnostico é realizado através da historia clinica do paciente, exame de fezes, exame
endoscépico e histopatologia (BRASIL, 2002). Na RU, 55% dos pacientes tem proctite, 30%
apresentam colite do lado esquerdo e 15% apresentam colite extensa. A gravidade é classificada
como leve, moderado, grave ou fulminante. Aproximadamente 71% dos pacientesapresentam RU

moderadamente ativa. O objetivo do tratamento medicamentoso € induzir a manutencdo da

remissdo da doenca, alcancando a cicatrizacdo da mucosa, dessa forma, € possivel evitar
intervencdo cirurgia e a probabilidade de desenvolvimento de cancer colorretal (IACUCCI,;
SILVA; GHOSH, 2010). A figura 2 mostra colonoscopia em mucosa inflamada com presenca de
polipos, condicdo a qual apresenta risco de desenvolvimento de cancer de colorretal.

Figura 2: inflama¢do da mucosa intestinal marcada pela presenca de polipos

Fonte: Adaptado de Teixeira, 2008.
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Algumas classes de farmacos podem ser utilizados no tratamento da RU, séo eles:
aminossalicilatos, glicocorticdides e imunomoduladores (KATZUNG, 2007). A Sulfassalazina
foi o primeiro aminosalicilato a ser utilizado no tratamento nos sintomas e manutencdo da
remissdo da RU (IACUCCI; SILVA; GHOSH, 2010). A Sulfassalazina € um pro-farmaco
formado pela sulfapiridina e 5-AZA por uma ligagcdo AZO, utilizado no tratamento da artrite,
no entanto, mostrou-se eficaz no tratamento gastrintestinal. Porém, devido os efeitos colaterais,
como distdrbios gastrintestinais (RANG; DALE, 2007), houve a necessidade de desenvolver
farmacos de 22 geracdo, a qual substitui-se a sulfapiridina por olsalazina e balsalazina, um
composto inerte. A MSZ é um antiinflamatério ndo-esteroidal da classe dos salicilatos
(MENEGUIN, 2021), é farmaco de escolha para o tratamento da RU leve e moderada, no entanto,
0 tratamento € realizado através de varias doses diarias, (PEDREIRO, 2016, MENEGUIN,2021)
por via oral (VO).

A MSZ promove a manutencdo da remissao da RU, a qual diversos mecanismos de acdosao
propostos, podendo estar relacionado com a inibicdo de prostaglandinas e leucotrienos e/ou
diminuicdo da quimiotaxia de neutréfilos e geracdo de superdxidos, dessa forma, reduz a
inflamacdo (RANG; DALE, 2007). Outros mecanismos de acdo sdo pressupostos como a

inibicdo de lipoxigenase e cicloxigenase (COX), interleucinas | e 11 e TNF. Pode controlar o

processo inflamatdrio no célon através de transducédo de sinal e ativadores de transcri¢do por
ativar receptor nuclear, dessa forma, havera proliferacdo celular, apoptose, producdo de
citocinas, bem como, ativacdo de macrofagos (IACUCCI; SILVA; GHOSH, 2010). Dentre os

efeitos indesejaveis, tem-se diarréia, hipersensibilidade aos salicilatos e nefrite intersticial

(RANG; DALE, 2007).

A MSZ é instavel na presenca de agua e luz, ocorre oxidacdo, que pode, em menor grau ser
catalisada por luz do farmaco. Possui grupos cromoforos que absorvem em comprimentos de
onda >290nm e pode ser considerada susceptivel a fotolise direta pela luz solar. Os valores
estimados de pKa sdo de 2,09, 5,26, 13,64 e solubilidade dependente do pH do meio
(PUBCHEM, 2020) e Pka devido seus grupos amino e carboxil (ROBUSTI, 2021), apresenta
coloracdo branca, cinza e rosado, um ponto de fusdo de 280°C (BRITSH PHARMACOPEIA,
2005), possui baixa solubilidade em agua e alcool, é soltvel em agua quente e acido (ROBUSTI,
2021).
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A MSZ ¢é acetilada a N-acetil-5-ASA quando absorvida, e é excretada pelaurina e fezes, o
mesmo ndo ocorre com a Sulfassalazina, uma vez que a ligacdo AZO é clivada pela acdo de
bactérias presentes no intestino grosso (DEO, 2009). E uma amina aromatica, com grupo amino
na posi¢do 5 do anel (PUBCHEM, 2020). A figura 3 representa a estrutura quimica da MSZ.

Figura 3: Estrutura quimica da Mesalazina (MSZ)
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Fonte: LACERDA, 2018.

A MSZ é classificada como farmacos de classe 1V no sistema de classificacdo biofarmacéutica
(baixa solubilidade e baixa permeabilidade), propriedades limitantes para sua eficacia terapéutica.
Além disso, ela apresenta rapida absorcao nas partes superiores do TGl por VO, levando a redu¢éo
da sua concentracdo no local de acdo, além de induzir a véarios efeitos colaterais. Tais limitacGes
tornam necessario a busca por novos sistemas de liberacdo de farmacos, principalmente

empregando estratégias que vetorizem a MSZ para a regido colonica.

2.1.3SISTEMAS NANOESTRUTURADOS COM PROPRIEDADES MUCOADESIVAS

O trato gastrintestinal é formado por tubo muscular de comprimento aproximado de 6m,
compreendendo da boca, es6fago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso, célon e anus. O
limen gastrintestinal é rugoso e forma uma parede de 4 camadas: serosa (camada mais externa),

muscular externa (constituida de 2 camadas de tecido muscular liso), submucosa e mucosa.

A maior parte do epitélio é revestido por muco, secretado por todo tratogastrintestinal, pois atua
como uma barreira mecanica. O c6lon é a parte terminal do trato gastrintestinal, formado por ceco,
cblon ascendente, célon transverso, colon descendente, sigmdide e reto. Sua principal funcéo é o
equilibrio de sais e armazenamento das fezes (AULTON, 2005). A figura 4 representa a anatomia

do sistema gastrintestinal.
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Figura 4: Representacdo anatdmica do sistema gastrointestinal.

/ —— Esb6fago \

Estdmago
=]
Colon i
ascendente Colon
descendente
Ceco Intestino delgado

K Reto Slgmélde /

Fonte: Adaptado de YANG, 2022.
A liberacdo coldnica de farmacos depende de alguns fatores do meio bioldgico para garantir que

o farmaco sera liberado nessa regido. Dessa forma, deve-se levar em consideracdoo tempo de
transito intestinal, que varia de individuo para individuo, podendo ocorrer entre 2 e 6 horas, 0s
diferentes valores de pH ao longo do TGI, uma vez que o pH acido do estdmago aumenta para pH
6 no intestino delgado e pH 7.4 no ileo terminal, além de fatores como ingestaode agua e alimentos.
Vérias estratégias tém sido investigadas para promover a liberacdo coldnica do farmaco, sao elas:
diferenga de pH ao longo do TGI, transito intestinal, microflora intestinal e capacidade
mucoadesiva ou mucopenetrante dos sistemas (HUA, 2015). Alguns sistemas poliméricos
promovem uma liberacdo do farmaco através de degradacao enzimatica, como as ligacdes AZO,
amplamente utilizadas por promoverem a clivagem de ligaces sensiveis para liberar o agente
ativo (TALAEI, 2013).

Os sistemas mucoadesivos tem sido uma estratégia interessante utilizada para o direcionamento
do farmaco para a regido coldnica, esses sistemas possuem capacidade de aderir a camada de muco
por meio de interagdes supramoleculares, promovendo aumento do tempo de retengéo no sitio de

acdo/absorcéo, o que levara ao aumento da disponibilidade de fa&rmacos.

O muco é formado por uma camada basal aderida a uma camada luminal, com espessura de 110 a
160um no colon, é secretado pelas células caliciformes, protegendo o epitélio intestinal contra
possiveis moléculas estranhas (SANTQOS, 2021). A camada de muco apresenta carga negativa,
portanto, particulas com carga negativa ou sem carga podem se mover através do muco, as
particulas com carga positiva sdo imobilizadas devido as interagdes ibnicas, dessa forma, a
mucoadesdo pode ser alcancada pela interacdo eletrostatica que proporciona uma retencdo do
farmaco no local de agdo (NETSOMBOON; SCHNURCH, 2016).
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No intestino delgado e membrana apical de células caliciformes presentes no colon sdoexpressas
alguns tipos de mucinas, como a: MUC1, MUC3 e MUC4 que podem ser secretadasem resposta a
diversos fatores como bactérias, toxinas que causem danos as células epiteliais, provocando um
processo inflamatério em pacientes com retocolite ulcerativa. MUC2 é a principal mucina
secretada no intestino grosso (DOROFEYEV, 2013). As mucinas sdo glicoproteinas, seu
comportamento viscoelastico depende de alguns fatores como pH, forca idnica e grau de
hidratacdo, que sdo relevantes para o transporte de particulas através do muco (BANSIL;
TURNER, 2018).

Os mecanismos de interacdo com mucinas ressaltam a importancia de controlar as propriedades
fisico-quimicas dos carreadores de farmacos baseados em particulas como o tamanho
hidrodinamico, como também propriedades de superficie das nanoparticulas que penetram no
muco (HUCKABY, 2018), interac6es do sistema imunologico e direcionamento celular (ENSIGN,
2012). Existem duas fases que constituem a mucoadeséo: a fase de contato (umidescimento) e fase
de consolidacdo. A fase de contato é quando as particulas bioadesivas e a camada mucosa
altamente hidratada entram em contato fisico, que envolve intumescimento e adsorcdo das
particulas do polimero. A fase de consolidacdo envolve a interpenetracdo e difusdo das particulas
da mucosa seguida de interacGes fisicas e/ou quimicas(Van der Waals, interacdo eletrostética,
ligacBes de hidrogénio ou covalentes) (GOMEZ- GUILLEN, 2021).

A estratégia de utilizar polimeros mucoadesivos permite otimizar a permeabilidade de
farmacos, pois contribuem para um contato mais préximo dos sistemas com o epitélio intestinal
(CARDOSO, 2021). A selecéo de biopolimeros para sistemas nanoestruturados depende de alguns
fatores como o tipo de ion, massa molar, carga superficial,solubilidade, resposta ao pH e capacidade
de gelificacdo. Grupos hidroxila, carboxila ou amino em moléculas hidrofilicas sdo cruciais para
promover intumescimento, devido sua capacidade de ligaco ao hidrogénio GOMEZ-GUILLEN,
2021).

Para garantir uma liberacao especifica no colon, diversas estratégias tem sido propostas,dentre
as quais destacamos a formacdo de nanoparticulas carreadoras compostas por materiais

poliméricos, de forma que o farmaco possa atingir o seu sitio de acdo (DEO, 2009).
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2.2 NANOTECNOL OGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia tem apresentado avancos recentes em formas de dosagem oral para
superar as limitages das formulagBes convencionais. E uma area de desenvolvimento de

sistemas em nanoescala, empregados para entrega de agentes terapéuticos locais direcionados
e liberacdo de maneira controlada, com diversos beneficios para tratamento de doencas. Todo
material pode interagir especificamente com células e tecidos vivos, devido ao pequeno tamanho
de particulas, minimizando toxicidade e aprimorando eficiéncia na terapia medicamentosa
(SAEEDI, 2020). Diversos sistemas de farmacos estdo sendo desenvolvidos para tornar a terapia
mais eficaz, como lipossomas, nano e microemulsdes, hidrogéis, cristais liquidos e nanoparticulas
(SAEEDI, 2020).

Microparticulas sdo particulas que medem entre 1 e 1000nm, ja as nanoparticulas apresentam
diametro de particulas que variam entre 1 e 100nm (ARAUJO, 2021), e é importante selecionar
criteriosamente 0s materiais que irdo fazer parte do sistema, uma vez que estes irdo modular suas
propriedades e caracteristicas (PEDREIRO, 2016).

As nanoparticulas poliméricas servem como uma importante estratégia para otimizar a
estabilidade e liberacdo de farmacos, minimizando efeitos colaterais (DI FILIPPO, 2021), podem
apresentar duas classificacdes: a) nanocapsulas, sistema aqual o farmaco sera internalizado em
vesiculas, b) nanoesferas: sistemaem que o farmaco fica disperso em matriz polimérica (PRATA,
2011; REIS, 2006).

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura de nanocéapsulas e nanoesferas.
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Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK, 2003.

Diante das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, € importante salientar que o
tamanho influencia na interacdo com o meio bioldgico, a qual particulas de 415nm de diametro
demoram cerca de 30 minutos para se difundir com o muco, e particulas de 1000nm né&o séo
capazes de permear o muco (HUSSAIN, 2001). O diametro de particulas para escala hanométrica
otimiza o tempo de permanéncia no colon exercendo efeito de permeabilidade e retencdo epitelial

pelas células do sistema imune por endocitose, que estdo aumentadas na inflamacéo, além disso,
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contribuem para evitar a rapida eliminacdo do sistema por diarréia, situacdo comum nas DIl (HUA,
2015).

Em condic¢des inflamatorias, como nas DII, o epitélio intestinal perde sua funcédo de barreira
devido rompimento de sua integridade anatdmica, essa condicdo permite a adesdo das
nanoparticulas (NPs) a mucosa. As NPs podem entrar diretamente nas células fagociticas do tecido
inflamado. Nanoparticulas (250nm) e microparticulas (3,0um) foram colocados no limen intestinal
de pacientes com DIl com inflamac&o leve e moderada, e pdde-se observar que o transporte através
da mucosa coldnica inflamada foi dependente do tamanho de particulas, as microparticulas ficaram
retidas nas camadas mais superficiais da mucosa, ja as NPs penetraramem maior profundidade
(VISCIDO, 2014). A figura 6 representa os mecanismos que favorecem a absorgao de NPs.

Figura 6: Esquema da absorcao de particulas através da mucosa intestinal inflamada
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Fonte: Adaptado de VISCIDO,2014
A incorporacdo de farmacos em nanoparticulas sdo capazes de protegé-los da degradacdo e
liberacdo, prolongar o tempo no local de acdo ou absor¢do,dessa forma, € possivel reduzir dose e

prolongar intervalos de administracdo (WU, 2020).

A entrega de farmacos no local de acdo ou absorcdo tem sido um desafio no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos, as nanoparticulas permitem alcancar essas condic@es, pois
seu tamanho reduzido pode aumentar o tempo de residéncia luminal, adesdo e permeagdo nos
tecidos e células (VISCIDO, 2014). No entanto, alguns inconvenientes ndo podem ser descartados,
como a possivel toxicidade de alguns materiais e a auséncia de biocompatibilidade, quando

comparados com as formulagdes convencionais (PIMENTEL, 2007).

221 SISTEMAS PARTICULADOS BASEADOS EM COMPLEXOS
POLIELETROLITICOS

Os complexos polieletroliticos (PECs) s@o seguros para fabricacéo de sistemas para entrega de

farmacos, uma vez que permitem sua formacéo pela mistura de polieletrdlitos de cargas opostas
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em agua, sem solventes organicos ou reticulantes quimicos. A presenca de grupamentos
hidrofilicos, como hidroxilas, carboxilas e grupos amino, permitem a formacdo de ligacdes

covalentes com os tecidos bioldgicos, promovendo bioadesdo (WU, 2020).

2.3 POLIMERQOS
2.3.3 QUITOSANA

A QS é um polimero obtido a partir da desacetilacdo da quitina, polissacarideo estrutural
presente em fungos, insetos e crustaceos. Possui diversas propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade e imunogenicidade (ARAUJO, 2021), apresenta grupos
funcionais em sua molécula como hidroxilas, aminas, capazes de interagir com os tecidos
biologicos (LIU 2008). A figura 7 apresenta sua estrutura molecular, a qual observa-se duas
unidades sacaridicas, N-acetil-D-glucosamina e o B 1-4 D-glucosamina como na quitina. Porém,
na reacdo de desacetilacdo da quitina parte dos mondémeros N-acetil-D-glucosamina sdo
convertidos em D-glucosamina, originando a QS. Podem apresentar diferentes graus de
desacetilacdo e massas molares (SALAZAR, 2015), quanto maior o grau de desacetilagdo maior a
capacidade mucoadesiva (WANG, 2011), devido estar mais protonada para estabelecer interaces
eletrostaticas com o0s residuos de acido sidlico presente na superficie da mucina
eletronegativamente carregada (SALAZAR, 2015), € o que faz desse polissacarideo apresentar tal
propriedade.

Figura 7: Estrutura quimica da quitosana

Fonte: ABRAHAN, 2006.

Possui um pKa de 6,3, capacidade antiviral, antimicrobiana, anticancer e"éntiinflamat(’)ria, é
instavel em agua, por isso se faz necessario a reticulagdo por interagdes eletrostaticas com anions
multivalentes (LACERDA, 2018, NETSOMBOON, 2016), como alginato e carboximetilcelulose
formando complexos polieletroliticos (ARAUJO, 2021). A principal desvantagem é a alta
solubilidade em meio &cido, podendo ocasionar uma liberacdo prematura do farmaco
(PEDREIRO, 2016), devido se dissociar por protonagdo dos grupos amino livre antes de atingir o
intestino delgado (MAKHLOF, 2011), entretanto, a reticulagdo com polianions ajuda a reforgar

propriedades quimicas e mecéanicas da QS (ABRAHAN, 2006), e a associacdo desta com
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polimeros gastrorresistentes pode diminuir a liberagcdo prematura do farmaco (PEDREIRO, 2016),

tornando-a mais estavel.

2.3.4 ALGINATO

O alginato é um polissacarideo linear hidrossoluvel, de alta massa molar com secdes rigidas e
regides flexiveis, formado por mondmeros de acido b-D-Maurdnico (M) e acido a-L- Gulurénico
(G), ligados de forma linear por ligagdes glicosidicas (1,4), contendo trés tipos de estruturas de
blocos: blocos de acido b-D Manurénico (M), blocos de acido a-L-Gulurénico (G)e uma mistura
desses blocos (MENEZES; 2013), como demonstrado na figura 8. Possui um valor de pKa de 3,5
(NETSOMBOON, 2016), o tamanho molecular e cinética de formacédo degel impactam em suas
propriedades funcionais, como a porosidade, capacidade de intumescimento, estabilidade e
biodegradabilidade (ABRAHAN, 2006).

Figura 8: Estrutura quimica do alginato de sodio
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Fonte: FERREIRA, L.M.B; 2020)

A composicdo e sequéncia quimica podem variar muito entre as espécies de algas, diferentes
partes das algas e a época do ano em que sdo colhidas (DRAGET; TAYLOR, 2009).Séo extraidos
de 3 especies de algas marrons, Laminaria hyperborean, Ascophyllun nodosume Macrocystis
pyrifera (ABRAHAN, 2006) e também podem ser produzidos por bactérias Azobacter vinelandii
e algumas Pseudomonas (MAURSTAD, 2008).

O alginato é um polianion com grupos carboxila terminais, possui diversas aplicacbes como
espessante, estabilizante de emulsbes e espuma, agente de encapsulacdo, formacéo de filmes e é
um bom agente mucoadesivo, além da capacidade de reter drogas em sistemas de liberagdo com
outros polimeros (ABRAHAN, 2006), permitindo a formacdo de matrizes para compor
nanoparticulas (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013). O processo degelificacdo confere a
propriedade de seletividade, uma vez que a reticulagdo com céations multivalentes provoca a
internalizacdo do farmaco na matriz de gel (SARMENTO, 2007).
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235 ETALATO DE HIDROXIPROPILMETILCELUL OSE

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) é um polimero muito utilizado na industria
farmacéutica, para obtencao de filmes de revestimento entérico de formas farmacéuticas sélidas
devido a sua solubilidade pH dependente, prevenindo a dissolugdo do farmaco no estbmago
(FERREIRA, 2008). O pKa dos grupos de &cido carboxilico livre é de aproximadamente 5,2.
Este acido carboxilico livre torna-se carregado negativamente em valores de pH mais altos e
representa interacao eletrostatica com a QS (MAKHLOF, 2011).

Este polieletrolito é um derivado da celulose, biodegradavel, constituido por grupamentos
hidroxila, como pode ser observado na figura 9 e que podem ser substituidos por éster ftalico. E
obtido pela esterificacdo da hidroxipropilmetilcelulose (HP) com anidrido ftalico (PEDREIRO,
2016), € soltvel em metanol e isopropanol, pouco soltvel em acetona e insolivel em éter e
apresenta um potencial de mucoadesao em pH 6 e 4 (NETSOMBOON; SCHNURCH, 2016),
na qual ocorre uma interacdo com o muco devido a presenca de hidroxilas em sua estrutura que
formam pontes de hidrogénio com a mucosa por ligacdes ndo covalentes (PEDREIRO, 2016).

Figura 9: Estrutura quimica do HP
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Fonte: JONES, 2019.

A aplicabilidade deste polimero aos sistemas de liberacdo modificada, e sua capacidade de
intumescimento, contribui para a cinética de liberacdo do farmaco incorporado. Além disso,
apresenta outras caracteristicas como a ndo toxicidade, biocompatibilidade, capacidade de
incorporar outras substancias (LOPES, 2005). Outra importante aplicacdo deste polimero foi
observada por BONI 2017, demonstrando seguranca em ensaios in vitro de viabilidade e
permeacdo celular intestinal para potencial aplicagdo na libera¢do e/ou absorcdo de farmacos no

célon em patologias locais.

2.4 NANOSUSPENSOES

As nanossuspensfes sdo dispersdes coloidais submicrométricas de particulas puras de
farmacos, que podem ser estabilizadas por surfactantes, polimeros ou uma combinagdo de ambos

(SANTOQOS, 2017). Normalmente, as nanosuspensdes podem ser preparadas utilizando dois tipos
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classicos de nanonizacdo: a precipitacdo quimica (de baixo para cima ou bottom-up) e o

processo de desintegracdo (de cima para baixo ou top-down) em um meio liquido de disperséo.

O método de Top-down pode envolver diversos processos, como a moagem Umida,
homogeneizacdo de alta pressdo e microfluidizacdo, estas técnicas sao eficientes devido ndo haver
0 uso de solventes organicos, no entanto, envolvem alto aporte energético, que por gerar calor, ndo
é vidvel a farmacos termolabeis, a qual pode produzir particulas amorfas e deformacéo dos cristais.
Na técnica de botton-up as particulas de farmaco sdo molecularmente dispersas em um solvente e
precipitadas com a adicdo de um anti-solvente, como exemplo € o processo de precipitacdo
quimica, conhecido pela reacdo acido-base (ROBUSTI, L.M.G; 2021).

As nanosuspensdes promovem o aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis em &gua,
levando ao aumento das taxas de dissolugéo e, consequentemente melhora a biodisponibilidade oral
(SANTOS, 2017), sendo uma ferramenta tecnol6gica promissora para farmacos com problemas de
estabilidade e solubilidade como a MSZ possibilitam uma maior taxa de dissolugdo e otimizam a
biodisponibilidade de farmacos insollveis, desta forma, viabilizam a sua transposicao atraves das
barreiras bioldgicas e sua retencdo nos tecidos especificos, devido areducdo do tamanho de particulas
do farmaco (SANTOS, 2017).

A figura 10 representa a obtencdo de particulas atraves do método de Botton-up e Top-down.
Figura 10: Esquema dos métodos de producdo de nanoparticulas, por top down (reducédo de tamanho

até nanoescala) e botton-up (montagem a partir de atomos e moléculas).
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Dessa forma, buscou-se obter a MSZ na forma de nanosuspenséao e solubilizada, incorporando-
as em nanoparticulas poliméricas a base de quitosana, alginato e ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose, com o objetivo de otimizar a eficiéncia de associa¢do do farmaco ao
sistema polimérico proposto.

A técnica por Bottom-up consiste na precipitacdo de particulas, a qual sdo formadas a partir de
seu estado molecular, em solugéo supersaturada de um farmaco. A precipitacdo pode ser obtida por
método de evaporacdo do solvente, fluido supercritico, precipitacdo antissolvente e a precipitacdo
quimica. Para farmacos que apresentam solubilidade pH dependente, a precipitacdo pode ser

através de reacOes de neutraliza¢do acido-base (CHEN, 2008). A figura 11 ilustra o processo de
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obtencdo de nanossuspensoes, utilizando solucgéo acida para dissolugdo do farmaco e uma base
para precipitacdo das particulas.
Figura 11: Representacdo do preparo de nanossuspensdes utilizando a técnica de Botton-up por

precipitacdo dasparticulas pelo método de reacdes acido -base.

Dissolugéo do farmaco Adicéo de base
Estabilizantes Nanoparticulas
T . --h :' Agitagédo "'_ ',—". ;‘,-. : Agitacéo .:_.‘“ ~ '.7.I g
2! . . [ . v i
Solucéo &cida (HCI) Precipitacéo

Fonte: Adaptado de CHEN, 2008.
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3 OBJETIVO

Desenvolver a caracterizar complexos polieletroliticos baseados em quitosana e alginato com e
sem adicdo de ftalato de hidroxipropilmetilcelulose, contendo mesalazina molecularmente dispersa

e em nanosuspensdes para tratamento da retocolite ulcerativa.

3.1 ETAPAS PARA ALCANCAR O OBJETIVO PROPOSTO

a) Obtencdo de nanossuspensdes e nanoparticulas de MSZ com dispersfes poliméricas por

complexacdo polieletrolitica;

b) Caracterizar o diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta das particulas nos

sistemas;

c) Desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificacdo da mesalazina nos

sistemas;

d) Determinacédo da percentagem de fa&rmaco incorporado aos sistemas;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

4.1.2 MATERIAS PRIMAS

-Quitosana de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich)

-Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (Shin-Etsu Chemical)
-Alginato de sddio (Sigma Aldrich)

-Acido acético glacial (Qhemis)

-Hidroxido de sodio (Vetec)

-Agua ultrapurificada (Milipore)

-Mesalazina (Kei)

4.1.3 EQUIPAMENTOS

-agitador magnético: (Fisaton)

-agitador mecanico: (Ika Eurostan 20 digital)

-balanca analitica: (Ohaus)

-analisador de particulas: DLS - Zetasizer Nano — ZS (Malvern Instruments)
-pHmetro: (Digimed)

-Espectrofotémetro: (Agilent Technologies Cary 60 UV-VIS)

-centrifuga
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42 METODOS

4.2.1 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DA
MSZ POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS.

Com o objetivo de determinar a eficiéncia de associagdo do farmaco aos sistemas
polieletroliticos, foi desenvolvido um método de validacdo para quantificar a MSZ. Os ensaios
foram realizados utilizando espectrofotdmetro UV-VIS, com faixa de espectro de 200-800nm e
seguintes parametros foram avaliados: linearidade, precisdo intracorrida e intercorrida, exatidao,
limite de detecc¢do, limite de quantificacdo e robustez do método, como preconizado pela ANVISA
(BRASIL, 2003).

4212 SELETIVIDADE/ESPECIFICIDADE

Para atingir a especificidade/seletividade de um método analitico, é necessario conseguir obter
um analito de interesse entre outros componentes da formulagdo, que podem ser produtos de
degradacdo, componentes da matriz, etc. A seletividade foi avaliada através da comparacéo dos
espectros de absorcdo, verificando possiveis interferentes na quantificacdo da MSZ. Visto que a
MSZ apresenta um pico de absorcdo de 298-300nm e o HP em 280nm, dessa forma, foram

analisados os espectros de absorcdo da MSZ e HP.

42.1.3 LINEARIDADE

Para determinar a linearidade do método foi construida uma curva analitica da MSZ, partindo
de uma solugdo estoque na concentracdo de 100ug/ml em agua MilliQ. Foram preparadas 8
dilui¢des nas concentragdes entre 2ug/ml e 30 pg/ml (2,5,10,15,20,24,27 e 30ug/ml). Foi avaliada
a equacao da reta de acordo com estudo de regressao linear, método dos minimos quadrados. A
curva obtida apresentou uma relacdo entre as concentracdes de MSZ e a absorbancia obtida no

espectrofotometro UV- VIS.

4.2.1.4 PRECISAQ

A precisdo do método intradia foi realizada utilizando as concentragdes 5,15 e 30ug/ml, como
preconizado pela legislacéo vigente, sendo estas baixa, média e alta concentracdo, em triplicata,

realizada no mesmo dia e nas mesmas condicOes de preparo.

A preciséo interdia foi realizada em dois dias diferentes, sob as mesmas condigdes de preparo

das amostras. Os resultados foram obtidos pelos calculos do DPR%. Para garantir que o método

é preciso, o coeficiente de variagdo devera ser < que 5% (BRASIL, 2003).
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4.2.15 EXATIDAQ

A exatiddo foi realizada nas concentragdes 5,15 e 30ug/ml, de acordo com baixa, média e alta
concentracdo, em quintuplicata. O valor da concentracdo média obtido foi comparado com o valor
teorico (100%) e calculado pela equagéo: Exatiddo= C/CTx100

A qual: C= média da concentracdo experimental, CT= concentragdo teorica.

42.1.6 LIMITE DE DETECCAOQ E QUANTIFICACAQ

O LD e LQ foram realizados nas concentracbes 0,5, 1,1,5, 2 e 2,5ug/ml, em triplicata e
calculados de acordo com as seguintes formulas: ( LD=3,3.DP/IC) ( LQ=10.DP/IC)

A qual: LD ¢ o limite de deteccdo, s= desvio padrdo do eixo y, b= inclinacdo da curva e LQ=

limite de quantificacéo.
4217 ROBUSTEZ

O experimento foi conduzido verificando se houveram variag6es relacionadas ao tamanho, PDI
e potencial zeta, a partir do preparo de uma solucdo de mesalazina na concentracdo 20ug/ml. As

concentracdes forams comparadas apds um periodo de 12 e 24 horas.

4.3. ESPECTRO DE ABSORCAQ DA MSZ EM DIFERENTE VALORES DE pH

O espectro de absorc¢éo das solu¢bes de MSZ foi realizado em espectrofotébmetro UV-VIS, com
objetivo de determinar o comprimento de onda da MSZ nos valores de pH 4 e 6, na qual a
mesalazina esta em sua forma zwiteridnica e catidnica. A MSZ possui uma molécula anfétera, com
solubilidade e ionizacdo dependentes do pH, e pKa dependente de seus grupos amino e carboxilico.
Dessa forma, sua forma cationica esta em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico, e a forma

aniodnica esta acima do ponto isoelétrico (SATO, 2015).

As solugdes foram preparadas na concentragdo de 2mg/ml, sendo obtidos os espectros em

funcdo do comprimento de onda de méxima absorcao, utilizando uma velocidadede nivel médio.

4.3.1 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DA MSZ EM DIFERENTES MEIOS DE pH

Para avaliar a solubilidade da MSZ em diferentes valores de pH, foi adicionada uma certa
quantidade de farmaco em &gua de forma a saturar o meio, sendo ajustados os valores de pH para4 e

6. Os tubos permaneceram sob homogeneizador por 24 horas, em seguida, foram centrifugados
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(Amicon) por 15 minutos, o sobrenadante foi diluido e quantificado de acordo com a curva analitica

do método validado no item 4.2.1. O ensaio foi realizado em triplicata.

432 PREPARO DAS NANOSSUSPENSOES DE MSZ

Para obter as nanossuspensdes de MSZ, foi preparada uma solugdo-mae em concentracdo de
10mg/ml utilizando HCI 1M para solubilizagéo do farmaco. A MSZ possui boa solubilidade em
solucdo acida, dessa forma, sua precipitacdo pode seralcancada pela adicdo de uma base, sendo
utilizado o NaOH 1M para este processo. Apos o preparo da solucdo-mée, foram determinadas
dilui¢des nas concentracdes 10, 5, 3,3 e 1,66mg/ml, e para ajustar os valores de pH 4 e 6 foi sendo
gotejada uma solucdo de NaOH 1M sob agitacdo magnética por 15 minutos, obtendo-se uma
mudanca de fases, pela formacéo do precipitado, como mostra a figura 12. Essa técnica € conhecida
por precipitacdo acido-base (Bottom-up), a qual as particulas se formam a partir do seu estado
molecular. Apds 24 horas de repouso, as amostras foram avaliadas visualmente através de agitacéo

manual, observando-se sua redispersao.

Figura 12: preparo das nanossuspensdes de MSZ pelo método de Bottom-up (precipitacdo acido-

/ /
/
ﬁ' ; Precipitacdo das

MSZ +HCI'IM  Adigdo NaOH 1M particulas de farmaco

base).

agitacdo agitacio

solubilizacédo precipitacao

Fonte: proprio autor

4.33 DETERMINACAQ DO PERCENTUAL DE PARTICULAS PRECIPITADAS

Para avaliar o percentual de particulas precipitadas, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm

por 15 minutos e o sobrenadante foi filtrado (Amicon).

A quantificagdo da MSZ foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS utilizando curva analitica
validada no item 4.2.1. Os resultados obtidos foram calculados a partir da formula:

EA%= massa total de MSZ - massa livre MSZ no sobrenadante/Massa total de MSZ
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4.34 ANALISE DE TAMANHO. PDI E POTENCIAL ZETA DAS NANOSSUSPENSOES
DE MSZ

A caracterizacdo das nanossuspensdes foi realizada em equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern), sob angulo de deteccdo 173° em temperatura de 25°C e uma diluicdo de 7:3

(nanossuspensdo:agua).

4.35 ESTABILIDADE FiSICA DAS NANOSSUSPENSOES

As nanossuspensdes foram mantidas sob abrigo da luz em geladeira, os parametros avaliados
foram o didametro médio das particulas, indice de polidispersao e potencial zeta, apds 30 dias do

preparo.

4.36 AVALIACAO DA REDISPERSABILIDADE DAS NANOSSUSPENSOES

Apdbs 24 horas de preparo, as nanossuspensdes foram homogeneizadas e analisadas quanto a

sua redispersabilidade.

436 PREPARO DA MSZ SOLUBILIZADA

A solugédo de MSZ foi preparada a partir da concentracdo obtida no ensaio de solubilidade do
farmaco. As amostras permaneceram sob agitacdo magnética por 15 minutos e os valores de pH

foram ajustados para 4 e 6, como mostrado na figura 13.

Figura 13: Preparo da MSZ solubilizada a 0,8mg/ml, utilizando HCI para dissolucdo do farmaco

e NaOH para ajustar o pH para 4 e 6, obtendo-se as solugdes de MSZ.

oo

MSZ +HCI 1M Adicdo NaOH Solugdo MSZ
’ agitacdo ’ agitacéo
solupilizagéo Ajuste de pH
do farmaco 4e6

Fonte: préprio autor
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS POLIMERICOS BINARIOS (QS/ALG) E
TERNARIOS (QS/ALG/HP) SEM O FARMACO

4.4.1 PREPARO DAS DISPERSOES POLIMERICAS

A QS, ALG e HP foram dispersos em concentracdo de 5mg/ml. Sendo, a QS dispersa em &acido
acéticoa 0,1 mol/L, o ALG em &gua purificada (Milig), e o HPMC em solu¢do de NAOH a 1mol/L.

4.4.2 PREPARO DOS SISTEMAS BINARIOS (QS/ALG) E TERNARIOS (QS/ALG/HP)
SEM O FARMACO

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas através da técnica de complexacdo
polieletrolitica, obtidas pela mistura do polimero catidnico QS e dos polimeros aniénicos ALG e
HP (BONI, 2017. Foram preparadas dilui¢des seriadas dos polimeros quitosana e alginato (sistema
binario) nas proporcdes: 1:9, 2:8, 5:5, 6:4, 8:2, 9:1, em uma concentracdo polimérica total de
0,25mg/ml e em volume final de 10ml. Para o sistema ternario (quitosana/alginato/HP) as
proporcOes aplicadas foram: 2:4:4, 5:2,5:2,5, 6:2:2, 8:1:1, utilizando a mesma concentracdo
polimérica total e volume final das formulagGes. As dispersdes poliméricas permaneceram sob

agitacdo magnética por 15 minutos, seguindo a ordem de adic¢do dos polimeros QS/ALG/HP.

443 ANALISE DE TAMANHO, INDICE DE POLIDISPERSAO E POTENCIAL ZETA
DOS SISTEMAS POLIMERICOS SEM O FARMACO

A distribuicdo de tamanho e PDI (indice de polidispersao) das particulas foram obtidos a uma
temperatura de 25°C, por meio das medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) utilizando
equipamento Zetasizer Nano-ZS da Malvern sob deteccdo de 173° O equipamento mede o
movimento aleatorio, devido ao choque entre as particulas dispersas em um fluido e relaciona com
o tamanho, quanto mais lento é esse movimento, maior € o tamanho das particulas. Além disso, a
técnica relaciona a temperatura e viscosidade do meio, 0 que permite 0 movimento das particulas.
O tamanho das particulas pode ser calculado pelo coeficiente de difuséo translacional, este néo
esta relacionado somente ao tamanho, mas também a concentracdo e os ions presentes no meio. O
resultado sera convertido em didmetro hidrodinamico que pode ser obtido pela equacéo de Stokes
Einstein:

d=k.T /37D
A qual: d= diametro hidrodindmico, K= constante de Boltzman, T= temperatura, N=

viscosidade, D= coeficiente de difusdo translacional (CARDOSO, 2019).

Foram realizadas as medidas dos sistemas poliméricos vazios (QS/ALG e QS/ALG/HP) e ap6s
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incorporacdo do farmaco. As medidas de potencial zeta nas nanoparticulasforam realizados a 25°C,
submetendo as amostras a um campo elétrico no equipamento Zetasizer Nano-ZS (DLS) em 173,
e os resultados obtidos pela equacdo de Smoluchowski: (=un/ ¢

A qual: { =potencial zeta, p =mobilidade eletroforética, n =viscosidade do meio, e=constante

dielétrica.

4.4.4 ESTABILIDADE FISICA DOS SISTEMASPOLIMERICOS BINARIOS
(QS/ALG) E TERNARIOS (QS/ALG/HPMCP) SEM O FARMACO

A estabilidade fisica dos sistemas polieletroliticos foi realizada com medidas ap6s 30 e 45 dias
apos o preparo das formulagdes, avaliando possiveis alteracGes no tamanho, PDI e densidade de

cargas nos sistemas.

45 DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO (QS/ALG) E

TERNARIO (OS/ALG/HP) COM O FARMACO SOLUBILIZADO E EM

NANOSSUSPENSAQ

4.5.1 PREPARO DOS SISTEMAS BINARIO (QS/ALG) E TERNARIO (QS/ALG/HP)
COM O FARMACO

Para incorporacao da MSZ aos complexos polieletroliticos, foram preparadas soluces de MSZ
(0,8mg/ml) e nanossuspensdes (1,66mg/ml) com o farmaco através dos métodos de obtencdo
contidos nos itens 4.4 e 4.5. Para incorporar a MSZ aos sistemas poliméricos, a solu¢do/suspensao
do farmaco foi misturada a solucdo de alginato e gotejados sobre a solugdo de quitosana sob
agitacdo magnética por 15 minutos. Para as formulacfes ternarias, o HP foi gotejado sobre as
amostras previamente obtidas, seguido de ajuste de pH 4 e 6. Asformulac6es foram mantidas em

geladeira e ao abrigo da luz.

452 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS CONTENDO O FARMACO
INCORPORADO

A caracterizagcdo dos sistemas polieletroliticos contendo o farmaco foi realizada em
equipamento Zetasizer nano ZS, em temperatura de 25°C, sob angulo de detecgédo de 173°. Para
realizar as leituras das nanossuspensbes de MSZ incorporadas ao farmaco, foram diluidas na

proporcao 7:3 (formulagdo:agua).
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4.5.3 ESTABILIDADE DOS SISTEMAS CONTENDO O FARMACO INCORPORADO
A estabilidade dos sistemas poliméricos contendo a MSZ, foi realizada em equipamento

Zetasizer Nano ZS, verificando possiveis alteragdes no tamanho, PDI e potencial zeta.

45.4 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ASSOCIACAQO DA MSZ SOLUBILIZADA EAS
NANOSSUSPENSOES NOS SISTEMAS POLIMERICOS

Para avaliar a eficiéncia de associacdo do farmaco ao sistema, as formulacdes foram
centrifugadas, filtradas (filtro Amicon) e diluidas em concentracdo de 15ug/ml. Nas leituras do

sobrenadante, a concentracdo foi calculada a partir da seguinte equacao:

EA%= massa total de MSZ - massa livre MSZ no sobrenadante/Massa total de MSZ

4.8 ANALISE DE MORFOLOGIA DAS PARTICULAS DE MSZ E DOS __ SISTEMAS

DESENVOLVIDOS

A morfologia dos sistemas poliméricos contendo ou ndo o farmaco foi realizado microscopia
eletronica de alta resolucdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F. Foram preparadas
as amostras contendo somente o farmaco em nanossuspensdo a 1,66mg/ml em pH, 4 e 6, 0s
sistemas polimeéricos binario e ternario em pH 4 e 6, sistemas binario e ternario com o farmaco em
nanossuspensao (1,66mg/ml) em pH 4 e 6. As amostras foram diluidas na proporcédo 1:20 (v/v) em
dispersdo de Tween 20 (0,5% v/v), evitando aglomeracdo das particulas durante a secagem. Os
materiais foram dispostos em suporte metalico para o processo de secagem e mantidos em
dessecador por 24 horas, em seguida, foi revestido por material condutor (carbono). O software
ImageJ foi utilizado para medir o didmetro das particulas.

5. RESUL TADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAQO DE METODOL OGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DA
MSZ POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS.

5.1.2 ESPECIFICIDADE/ SELETIVIDADE

A seletividade de um método é a capacidade de obter um analito de interesse em meio a outros
componentes da formulagdo, podendo ser produtos de degradacdo, componentesda matriz etc.
Inicialmente, as solucdes poliméricas CS, ALG e HPMC e MSZ foram analisadas em
espectrofotometro UV-VIS, os picos obtidos foram sobrepostos para comparacdo (Figura 1).

Como pode ser visto na figura 1, os polimeros CS e ALG néo apresentam picos de absor¢do na
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faixa de espectro de 200-800 nm que possam interferir na quantificacdo do farmaco. O polimero
gastrorresistente HPMC apresentou um pico de absorc¢do (280nm) muito proximo da regido em
que o MSZ tem seu maior pico de absorcéo.Os espectros obtidos estdo demonstrados na figura 14.

Figura 14: Espectro de absorcdo da MSZ e HP
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As solucdes poliméricas MSZ e HPMC foram avaliadas na concentracdo de 7ug/ml. A Figura 15

representa s picos de absorc¢ao obtidos, demonstrando que nédo ha interferéncia significativa com o farmaco.

Eigura 15: Espectro de absor¢éo da MSZ na concentracdo de 7pg/ml na presenca dos-polimeros
(- -) e auséncia de MSZ (- -).
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Para avaliar o comportamento do farmaco em diferentes meios, foram preparadas solucgdes do
farmaco apenas solubilizadas em agua e as amostras ajustadas para pH 4 e 6. Conforme mostrado

nas figuras 16A, B e C, ndo foi observada alteracdo nos picos de absor¢do do medicamento.

Amelia Aperecida Rocca Pereira



Figura 16: Representacdo do espectro de absor¢cdo da mesalazina solubilizada em agua (A) e em

valores de pH 4 (B) e 6 (C).
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A partir dos resultados obtidos em espectros de absorcdo da MSZ em diferentes meios, é
possivel observar que independente dos valores de pH, a MSZ ndo apresentou alteracdo nos
espectros de absorcao.

513 LINEARIDADE

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que 0s resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, sendo determinado
no minimo 5 concentracdes diferentes (BRASIL, 2003). As amostras foram digitalizadas em
espectrofotobmetro UV-VIS com &gua destilada como branco, em comprimento de onda de
300nm.Os resultados obtidos apresentaram linearidade nos intervalos entre 2 e 30mcg/ml,
conforme figura 17.

A Anvisa preconiza que o coeficiente de correlacdo (r) deve estar acima de 0,990, dessa forma
a linearidade esta de acordo com o estabelecido. Sendo y = absorbancia e x= a concentracao da

solugéo padréao (ug/mL).
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Figura 17: Curva analitica da MSZ em espectrofotdmetro UV-VIS
y =0,024X + 0,0358 (r* = 0,9713)
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5.1.4 PRECISAQ

A precisdo de um método analitico € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla em uma amostra. As amostras para o teste de
precisdo intracorrida foram preparadas em triplicata, nas concentracdes 5, 15 e 30ug/ml. Os
resultados obtidos foram inferiores a 5%, demonstrando que o método é preciso conforme
mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Resultados obtidos pelo teste de precisao intra-corrida

Concentracao Teorica

; Médias DP DPR
(hg/mL?) %

5 0,099733 0,0001 0,1157

15 0,314167 0,0002 0,6226

30 0,6450 0,001 0,1640

5.1.5 PRECISAQ INTERCORRIDA

Os resultados foram avaliados em concordancia em dias diferentes. Os resultados obtidos estiao

dispostos na tabela 2:
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Tabela 2: Resultados obtidos pelo teste de precisdo inter-corrida

Concentracao Tedrica

; Meédias DP DPR
(Mg/mL) %

5 0,09996 0,0003 0,3787

15 0,3264 0,0011 0,3533

30 0,6371 0,001 0,1966

5.1.6 EXATIDAQO

Para alcancar a exatiddo do método analitico, € necessario que os resultados obtidos apresentem
proximidade com o valor tedrico real. A faixa de trabalho esta entre 80 e 120% (Brasil, 2003). O

ensaio de exatiddo foi conduzido e os resultados obtidos estdo na tabela 3:

Tabela 3: Resultados obtidos no teste de Exatidao

Concentracéo Teorica Concentracéo calculada Exatidao (%0)
(Hg/mL) (Hg/mL)
5 549 108
15 14,38 95
30 28,10 93,6

5.1.7 LIMITE DE DETECCAQ E QUANTIFICACAQ

O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que podeser
detectado, porém nédo necessariamente quantificado, sob condi¢des experimentais estabelecidas. O
limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

Os resultados estimados foram obtidos a partir de 3 curvas analiticas, através das equagoes:
LQ= 10*DP/IC

LQ= 10.0,00004932/0,0183

LQ=0,2695pg/ml

Pode-se determinar o LD a partir do limite de quantificacdo através da equacao:

LD=LQ*3,3/IC 0,2695=0,0004932*3,3/0,0183
LD=0,08893ug/ml
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5.1.8 ROBUSTEZ

A robustez € a capacidade do método resistir a pequenas varia¢fes nas condi¢cdes de analise.
Para testar a robustez do método, foi preparada uma solucdo de mesalazinaa uma concentragéo de
20ug/ml, acondicionada em frasco de vidro ambar e colocada na geladeira. As anélises foram
realizadas no momento do preparo, 12 e 24 horas apds o preparo.Os resultados estdo representados
na tabela 4.

Tabela 4: Resultados obtidos no teste de Robustez

12medida DP DPR 22medida DP DPR 3?medida DP DPR%
% (12horas) % (24horas)
0,4496 0,001 0,31 0,4503 0,00 043 0,4468 0,0002 0,05
1
0,4512 0,4464 0,4467
0,4484 0,4479 0,4463

O fator de diluicdo foi obtido pelo célculo do volume final das formulagdes dividido pela
aliquota determinada pela concentracdo 7mcg/ml. As amostras foram analisadas em

espectrofotémetro, de acordo com o método validado.

Portanto, o presente método validado apresentou-se em acordo com as especificagdes pré-

estabelecidas pela legislacéo vigente, sendo utilizado para dar seguimento aos experimentos.

5.2 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DA MSZ EM DIFERENTES MEIOS DE pH

A solubilidade da MSZ foi determinada através da sua quantificacdo em espectrofotdmetro UV-
VIS, a partir da curva analitica do método previamente validado no item 4.2.1. Os resultados
obtidos estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Determinacéo da solubilidade da MSZ em espectrofotdmetro UV-VIS

FormulacGes Concentracdo da MSZ
solubilizada mg/ml
MSZ + H20 0,7871
MSZ pH 4 0,8845
MSZ pH 6 0,9285

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que ndo houve diferenca de solubilidade entre os

valores de pH, mesmo a MSZ sendo um farmaco de solubilidade dependente.
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5.2.1 ANALISE DE TAMANHO, INDICE DE POLIDISPERSAQ E POLIDISPERSAQ
DAS NANOSSUSPENSOES DE MSZ

A caracterizacao das nanossuspensdes de MSZ foi realizada para obtencdo do tamanho,PDI e
potencial zeta, os resultados obtidos estdo representados na tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacdo das nanossuspensoes de MSZ

pH Tamanho PDI Potencial
Concentracéo (nm) zeta (MV)
(mg/ml)
10 4 9.568 0,973 -4,11
10 6 51.880 1000 -1,39
5 4 7.793 0,855 +10,9
5 6 4.922 1000 -23,7
3.3 4 7.118 1000 -14,9
3.3 6 11.410 1000 -30,5
1,66 4 394,5 0,501 -14,8
1,66 6 397,8 0,654 -39

Através da caracterizacdo das nanossuspensdes de MSZ, podemos verificar que houve
formacdo de particulas maiores e altos valores de PDI conforme aumentou a concentracdo de MSZ
para obtencdo das NS. Dessa forma, o menor diametro, PDI e potencial zeta das particulas foi
obtido na concentragédo de 1,66mg/ml, sendo selecionada para incorporagdo das nanossuspensoes
nos sistemas binario (QS/ALG) e ternario (QS/ALG/HP).

5.2.2 AVALIACAO DA REDISPERSABILIDADE DAS NANOSSUSPENSOES

Ap6s um periodo de 24 horas, foi avaliado a redisperséo das nanossuspensdes homogeneizando
as amostras, que permitiram facil redispersdo em ambos valores de pH 4 e 6, sem obter formagéo

de sedimento compacto no fundo do frasco, como apresentados na figura 18.

Figura 18: Avaliacdo da redispersabilidade das nanossuspensdes de MSZ

pH4 pH6
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5.2.2 DETERMINACAO DO PERCENTUAL DE PARTICULAS PRECIPITADAS

ApoOs caracterizacdo das nanossuspensdes, verificou-se que a concentragdo que apresentou
menor didmetro de particulas, PDI e potencial zeta foi de 1,66mg/ml. Dessa forma, para quantificar
a mesalazina em nanossuspensao foi preparada a 1,66mg/ml, o sobrenandante foi separado e
analisado empregando a curva analitica obtida pelo método previamente validado. A tabela 7
apresenta os resultados obtidos na quantificacdo da MSZ no dia da preparacdo, apos 24 horas, 1
semana e 1 més.

Tabela 7: Quantificacdo das nanossuspensdes de MSZ

Formulac6esl,66mg/ml Percentagemde MSZ no
precipitado (%)
MSZ pH 4 (24 hs) 24,5
MSZ pH 4 (1 semana) 61,6
MSZ pH 4 (1més) 67,1
MSZ pH 6 (24 hs) 48
MSZ pH 6 (1 semana) 44
MSZ pH 6 (1 més) 45

Analisando as nanossuspensGes de MSZ em pH 4, podemos observar que ap6s 24 horas a
concentracdo no sobrenadante analisado aumentou, demonstrando que a quantidade deMSZ no
precipitado ap6s 24 horas foi solubilizado, obtendo-se menor percentagem de MSZ noprecipitado .
Em pH 6, apds 24 horas a concentracdo de MSZ no sobrenadante foi reduzida, demonstrando que
apo6s um determinado tempo,ainda houve formacao de particulas com maior percentagem de MSZ
no precipitado.

53_DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO (QS/ALG) E
TERNARIO (QS/ALG/HP) SEM O FARMACO

53.1 AVALIACAQ DAS PROPORCOES POLIMERICAS

A formacdo de nanoparticulas pode ser influenciada por alguns fatores, como a concentracdo
de polimeros, forca ibnica, massa molar, pH do meio, densidade e distribui¢do de cargas, tempo de
agitacdo, temperatura (CARDOSO, 2019), e a ordem de adi¢do dos materiais (YILMAZ, 2019). A
selecdo dos materiais também €é um atributo muito importante na obtencdo de sistemas
polieletroliticos, neste trabalho, buscou-se destacar as principais propriedades dos polimeros,
como baixa toxicidade, biocompatibilidade e capacidade de mucoadeséo.

Para obtencédo dos sistemas, aplicou-se o processo de complexagdo polieletrolitica, na qual a

QS se reestrutura com os polimeros aniénicos por reticulacdo de seus grupos amino carregados
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positivamente, e 0s grupos carboxilicos do alginato carregado do negativamente (ZHANG, 2012).

Dessa forma, foram preparadas amostras em diferentes propor¢des e concentracdes, dos sistemas
vazios e com adi¢do do farmaco. A analise macroscopica das amostras foi classificada pelas siglas:
(A) agregado, (O)opalescente e (L) limpido como mostra a figura 19.

Figura 19: Classificacdo do aspecto macroscopico do desenvolvimento das nanoparticulas
poliméricas sem adicdo do farmaco.

Fonte: proprio autor

A tabela 8 apresenta as diferentes propor¢des testadas para formacdo do sistema polimérico
binario (QS/ALG), em diferentes valores de pH. O sistema binario foi preparado em concentracéo
total polimérica de 0,25mg/ml, nas proporcdes (1:9, 2:8, 5:5,6:4, 8:2 e 9:1) e em valores de pH 4
e 6.

Tabela 8: Avaliacdo macroscopica das dispersdes poliméricas obtidas pela associacdo dos
polimeros QS/ALG.

Proporcéo (QS/ALG/) pH Caracteristica visual
1.9 4 Limpido
1.9 6 Agregado
2:8 4 Agregado
2:8 6 Agregado
5.5 4 Agregado
5.5 6 Agregado
6:4 4 Limpido
6:4 6 Limpido
8:2 4 Limpido
8:2 6 Limpido
9:1 4 Limpido
9:1 6 Limpido

Devido 0 excesso de carga negativa na solugdo aquosa de QS, e a maior proporcao de ALG em
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relacdo a QS, pode induzir a formacdo de agregados para 5:5. A medida que o ALG foi sendo
adicionado , a densidade de cargas foi sendo reduzida, podendo aproximar-se da neutralidade
elétrica (zwiteribnica), o que levou a reducdo do grau de reticulacdo entre as particulas e

consequente agregacédo do sistema.

As dispersodes do sistema ternario (QS/ALG/HPMCP) foram obtidas em concentracdopolimeérica
total de 0,25mg/ml, nas proporgdes (2:4:4, 5:2,5:2,5, 6:2:2 e 8:1:1) e em valores de pH 4 e 6. A
selecdo do sistema ternario foi baseado em algumas das proporc¢des do sistema binario, a fim de
comparar o comportamento dos sistemas com maiores e menores proporcdes de polication e
polianions. Como demonstrado na tabela 9, todas as preparagdes apresentaram aspecto visual
limpido.

Tabela 9: Avaliacdo macroscopica da variacdo de concentracao e proporc¢do das dispersdes

poliméricasobtidas pela associa¢do dos polimeros QS/ALG/HP.

Proporc¢éo pH Caracteristica visual
(QS/ALG/HPMCP)

2:4:4 4 Limpido

2:4:4 6 Limpido
5:2,5:2,5 4 Limpido
5:2,5:2,5 6 Limpido

6:2:2 4 Limpido

6:2:2 6 Limpido

8:1:1 4 Limpido

8:1:1 6 Limpido

PREPARO DOS SISTEMAS BINARIO (OS/ALG) E TERNARIO (QS/ALG/HP
SEM O FARMACO

5.4.1 ANALISE DE TAMANHO. INDICE DE POL IDISPERSAQ E POTENCIAL ZETA
DOS SISTEMAS POLIMERICOS SEM O FARMACO

Diversas caracteristicas podem alterar o tamanho de particulas, dentre elas, a concentragdo e
grau de complexacao de polieletrélitos, podendo ser dependente do pH do meio e grau de ionizacdo
(AVADI, 2010). A formacdo de particulas menores pode ser obtida através de polimeros que
possuem baixa massa molar e apresentam menor cadeia polimérica. Polimeros com massa molar
alta e cadeia polimérica maior sdo capazes de formar particulas maiores, no entanto, podem
produzir uma dispersao fisicamente mais estavel (CARDOSO, 2019).

O indice de polidisperséo esta relacionado com a intensidade de luz dispersa as particulas de
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Diametro (nm)

tamanho variados, indicando a homogeneidade do sistema, e é calculado pela largura média dos
picos. Um indice de polidispersao < 0,5 é favoravel a obtencdo de NPs com maior homogeneidade
de tamanho e estabilidade fisica do sistema (ABRAHAM, 2006). Para avaliar o indice de
polidispersdo das amostras, considera-se que 0,1 é um sistema monodisperso, de 0,1 a 0,4
moderadamente e > 0,5 altamente polidisperso. Os valores de PDI préximos a zero indicam
formagdo de um sistema mais homogéneo e valores maiores que 0,5 indicam sistemas
heterogéneos, ou seja, com tamanhos de particulas variados (AVADI 2010).

O potencial zeta é utilizado para controlar a estabilidade fisica de formulagdes, a qual relaciona
a carga superficial das particulas e a repulsdo eletrostatica entre as cargas positivas e negativas. A
densidade de cargas depende do grau de ionizacéo dos polimeros adicionados (CARDOSO, 2019),
e os valores correspondentes a alta estabilidade estdo entre -30mV e +30mV. As cargas de
superficie podem alterar a estabilidade do sistema devido as diferentes propor¢fes dos seus
constituintes, valores altos de potencial zeta sdo importantes para estabilidade fisico-quimica da
suspensdo coloidal, pois as forcas repulsivas tendem a evitar agregacao devido as colis@es entre as
particulas (SCHAFFAZICK, 2003). A figura 20A, B e C apresenta os valores de tamanho, pdl e
potencial zeta dos sistemas poliméricos binarios (QS/ALG).

Figura 20: Diametro médio (nm), indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas
compostas por QS/ALG sem adicao do farmaco.
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De maneira geral, as NPs formadas por QS/ALG apresentaram diametro médio na faixa de
438,1 a 796,6nm em pH4, e em pH 6 o diametro foi de 230,9 a 396,5, caracterizando sistemas
compostos por particulas submicrometricas. Observou-se que 0 aumento da proporcao de QS em
relacdo ao ALG, proporcionou reducdo do didametro e PDI. Os menores valores de diametro foram
verificados em pH6, é provavel que o pH do meio tenha influenciado na forga de interacdo entre
0s arranjos conformacionais de suas estruturas, tornando-as mais compactadas (CARDOSO,
2019), uma vez que a mudanca de pH pode alterar propriedades como tamanho, PDI e potencial
zeta de NPs de QS (WANI, 2021).

Em relacdo ao PDI, todas as formulagdes testadas em pH 4 apresentaram-se polidispersas (com

PDI > 0,5), indicando distribuigdo variavel no didmetro das particulas. As formulagdes em pH 6
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A) B) Q).

Diametro (nm)

apresentaram-se monodispersas (com PDI <0,5), indicando homogeneidade na distribuicdo do

diametro das particulas.

Na proporcdo 1:9 em pH 4, o potencial zeta apresentou um valor negativo (- 37,8Mv),
provavelmente pela maior propor¢do do polidnion (ALG) no sistema. Ainda em pH4, as
formulacGes 6:4, 8:2 e 9:1 apresentaram valores de potencial zeta acima de +40mV, o0 que esta
relacionado a maior proporcao do polication (QS) no sistema, indicando um sistema estavel. Ja em
pH6, o potencial zeta das proporc¢des 6:4, 8:2 e 9:1 variou entre +22,9 e +30,5 mV. Observou-se
que em pH 4, ao aumentar as proporcdes de QS em relacdo ao ALG nos sistemas, a densidade de
cargas consequentemente foi aumentando, pois devido a natureza polieletrolitica da QS, sua
densidade de carga superficial ¢ alta, proporcionando formacéo de ligagdes de hidrogénio entre
grupos amina e hidroxila (WANI, 2021).

Comparando os dois valores de pH, as particulas formadas em pH 6 demonstraram menor

diametro médio, distribuicdo monomodal e estabilidade elétrica apropriada.

Figura 21 : Diametro médio (nm), indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas
compostas por QS/ALG/HP sem adicdo do farmaco.
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As NPs compostas por QS/ALG/HP apresentaram diametro médio entre 281 a 508,9nm em
pH4, e em pH 6 os valores de diametro variaram entre 156,2 e 693,4nm, indicando que a adi¢cdo de
HP aos sistemas, evidenciou alguns diametros de particulas menores. Tanto em pH4 quanto em
pH6, 0 menor didmetro de particulas foi obtido na propor¢édo 2:4:4, com uma menor propor¢éo de
QS em relagéo aos polianions ALG e HP, bem como o maior didmetro de particula foi obtido com

maior proporcao de QS ao sistema (8:1:1) com relagdo ao ALG e HP em pH6.

Os valores de PDI variaram de 0,314 a 0,934 em pH4, e em pH 6, de 0,348 a 0,630. Particulas
monodispersas (<0,5) e sistema mais homogéneo foi obtido em pH 4 e 6, nas propor¢oes
poliméricas 2:4:4 e 6:2:2. Nas proporgbes 5:2,5:2,5 e 8:1:1, as particulas obtidas foram
polidispersas para os dois valores de pH. Observou-se que a adicdo de HPMC a matriz polimérica

proporcionou menores diametro de particulas e PDI para ambos valores de pH.
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Aamostra com proporc¢éo 2:4:4 apresentaram valores de potencial zeta negativo, com valores entre
-12,5 e -29mV em pH 4 e 6 respectivamente, devido a maior propor¢do de polianions. Ja as NPs
nas proporcdes 5:2,5:2,5 (pH4), 6:2:2 e 8:1:1(pH 4 e 6) apresentaram potencial zeta positivo com
valores entre +7,57 a +22,2 mV. E possivel observar que com adi¢do de HPMC, houve menor
densidade de cargas no sistema, essa reducdo pode indicar a incorporagdo do HPMC na matriz
polimérica (BONI, 2017). A proporcdo 6:2:2 apresentou o menor valor de potencial zeta
(+7,57mV), podendo estar relacionado com a maior proporcdo de QS, levando a uma interacdo
entre os polimeros com reducdo de grupos carboxilicos, hidroxilas e consequentemente da
densidade de carga superficial (CARDOSO, 2019). A amostra 5:2,5:2,5 em pH 6 apresentou
valores de potencial zeta negativos, provavelmente devido as interacdes particula-particula na
presenca de polieletrélitos de cargas opostas, levando a neutralizacdo e consequente reversdo de
cargas (YAMAGUCHI, 2019).

Com isso, avaliando a incorporacdo do farmaco aos sistemas binario e ternario, verificou-se
gue em ambos os sistemas mostraram menor didmetro médio de particulas em pH 6, bem como o
indice de polidispersdo e com algumas excec¢des no potencial zeta, em que nas proporg¢des 5:2,5:2,5

e 6:2:2 apresentou valores mais reduzidos, com menor estabilidade elétrica.

5.4.2 ESTABILIDADE FiSICA DOS SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO (QS/ALG) E
TERNARIO (QS/ALG/HP) SEM O FARMACO

A estabilidade fisica dos sistemas poliméricos binario e ternario foi realizada apds 30 e 45 dias
do preparo, os resultados estdo apresentados nas figuras 22A, B e C.

Figura 22: Avaliacdo do diametro médio na estabilidade fisica do sistema polimérico binario
(tempo 0, 30 e 45 dias), em pH 4 e 6.
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Ap0s 45 dias, notou-se que houve aumento no diametro de particulas na propor¢édo 1:9 em pH4,
ja para as proporcoes 6:4 e 8:2 houve uma ligeira reducdo no didametro das particulas. Em pH6,
houve discreta reducdo no didmetro de particulas nas proporcoes 6:4 e 8:2. Podemos observar que
em maiores proporgOes de QS ao sistema em relagéo aos polianions ALG e HP, o didmetro de
particulas foi sendo reduzido ao longo do tempo.

Figura 23: Avaliacdo do indice de polidispersdo na estabilidade fisica do sistema polimérico
binério (tempo 0, 30 e 45 dias), em pH 4 ¢ 6.
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Na avaliacdo do PDI, é possivel verificar que houve uma reducdo no PDI em todas as
proporc¢des observadas, com excecdo de 1:9 em pH4 no periodo de 30 dias, voltando a reduzir apds
45 dias. Em pH6, houve reducdo no PDI na proporcao 6:4, ja em 8:2 apds 30 dias o valor aumentou

e voltou a reduzir em 45 dias.

Figura 24: Avaliacdo do potencial zeta na estabilidade fisica do sistema polimérico binario (tempo
0, 30 e 45 dias), em pH 4 e 6.
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Na avalia¢do do potencial zeta em pH4, ndo foi observado diferenca significativa tanto apds 30
dias, quanto apds 45 dias de preparo, 0 mesmo podemos observar em pH6 na proporcao 6:4, com

excecédo da proporgao 8:2 houve aumento significativo apds 30 dias, voltando a estabilizar apos 45
dias.
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Figura 25: Avaliagdo do didmetro médio na estabilidade fisica do sistema polimérico ternario
(tempo 0, 30 e 45 dias), em pH 4 e 6.
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Podemos observar que as NPs compostas por QS/ALG/HP em pH4, nas proporgoes 5:2,5:2,5
e 6:2:2 apresentaram um aumento significativo no didmetro das particulas ap6s 45 dias do preparo
dos sistemas. Em pH6, houve aumento significativo no didmetro das particulas nas proporgdes
2:4:4, 5:25:2,5 e 6:2:2, ja na proporcdo 8:1:1 apds 45 dias houve reducdo no didmetro de
particulas.

Tanto em pH4 quanto em pH6, as proporgdes 5:2,5:2,5 e 6:2:2 apresentaram aumento
significativo no diametro das particulas ap6s 45 dias de seu preparo. Em 8:1:1, a maior propor¢ao
de QS em relacdo aos polianions ALG e HP apresentou reducdo no diametro de particulas em
ambos valores de pH. Em estudo de comparacdo dos sistemas polméricos binario e ternario,
podemos verificar que nos sistemas com adi¢do da proporgéo 2 e 2,5 de HPMC houve aumento
consideravel no didmetro médio das particulas apds periodo de 45 dias.

Figura 26: Avaliacdo do indice de polidispersdo na estabilidade fisica do sistema polimérico
ternario (tempo 0, 30 e 45 dias), em pH 4 e 6.
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Em pH 4, as propor¢des 2:4:4, 6:2:2 e 8:1:1 apresentaram aumento no PDI apos 45 dias de
preparo, com excessdo da propor¢éo 5;2,5:2,5 a qual houve redugéo nos valores de PDI. Em
pH6, houve aumento nos valores de PDI para todas as proporcgdes testadas, com excessdo na

proporgdo 8:1:1, a qual se observa discreto aumento de PDI. Verificou-se através das amostras
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com maior propor¢do de quitosana, que mesmo com adi¢do de HPMC néo houve diferencas
significativas na distribuicdo das particulas entre os sistemas.

Figura 27: Avaliacdo do potencial zeta das particulas na estabilidade fisica do sistema
polimérico ternario (tempo 0, 30 e 45 dias), em pH 4 e 6.
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Na avaliacdo da estabilidade do potencial zeta em pH4 com adicdo de HPMC, podemos
verificar que na proporcéo 2:4:4 houve um aumento na densidade de cargas ap6s 45 dias de preparo
dos sistemas, para as demais proporg¢des houve inversdo de cargas e consequente instabilidade dos
sistemas. Em pH6, houve reducédo da densidade de cargas na proporgédo 2:4:4 e 8:1:1, e inverséo
de cargas nas propor¢des 5:2,5:2,5 e 6:2:2 ap6s um periodo de 45 dias. Esses efeitos podem ocorrer
devido as propriedades elétricas dos materiais ou interacdes entre as particulas coloidais, uma vez
que a carga liquida de uma particula pode ser reduzida ou revertida através da adsor¢do de cargas
opostas de polieletrdlitos, o que leva a neutralizagdo de cargas com atracdo de ions de mesmo sinal
que se repelem (contra-ions), balanceando cargas superficiais e formando uma dupla camada
elétrica (YAMAGUCHI, 2019).

55 DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO (QS/ALG) E

TERNARIO (QOS/ALG/HP) COM O FARMACO SOLUBILIZADO E EM
NANOSSUSPENSAQO

5.5.1 PREPARO DOS SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO (QS/ALG) E TERNARIO
(QS/ALG/HP) COM O FARMACO

A incorporacdo da MSZ aos sistemas foi realizada de duas maneiras: utilizando o farmaco
solubilizado em agua na concentracdo de 0,8mg/ml, e na forma de nanossuspensfes em
concentragédo de 1,66mg/ml, sendo o pH ajustado para 4 e 6 para ambas as formas de preparo do
farmaco. As proporcdes dos sistemas selecionadas para incorporagdo foram: 2:8 e 8:2 (QS/ALG)

e 2:4:4, 8:1:1(QS/ALG/HPMCP), o objetivo é verificar o comportamento do farmaco ao ser
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incorporado em menores e maiores proporcoes de cada constituinte do sistema polimerico, e a

diferenca da incorporacdo do farmaco solubilizado e na forma de nanossuspensoes.

5.5.2 CARACTERIZACAQ DOS SISTEMAS BINARIO E TERNARIO CONTENDO O
FARMACO INCORPORADO EM NANOSSUSPENSAQ

Foi realizada a caracterizacdo das nanossuspensfes de MSZ aos sistemas poliméricos,
verificando o tamanho das particulas, polidispersdo e , podendo ser observados nas figuras 28 A e
B.

Figura 28: Caracterizacdo da incorporacdo das nanossuspensdes de MSZ aos sistemas
poliméricos binario (QS/ALG) e ternario (QS/ALG/HP) — Diametro médio
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Em pH4, o sistema binario apresentou maior diametro de particulas (1461nm) na proporc¢éo 2:8
(QS/ALG), e 0 menor diametro de particulas (257,8nm) foi obtido em pH6, na proporcéo 8:2
(QS/ALG). O diametro de particulas diminuiu para ambos valores de pH 4 e 6, com 0 aumento da
proporcdo de QS em relacdo ao ALG no sistema. O didmetro de particulas variou entre 752,1 e

1461nmem pH 4, e em pH 6, o didametro de particulas variou entre 257,8e 1313nm.

No sistema ternario, 0 mesmo comportamento foi observado com menor diametro de particulas
obtido em pH6, na proporcédo 8:1:1 (QS/ALG/HP), e o maior didametro de particulas foi obtido em
pH4, na proporcédo 2:4:4 (QS/ALG/HP). O didmetro de particulas foi reduzido com o aumento da
proporcao de QS ao sistema em relacdo aos outros polimeros (ALG/HP).

O conjunto de dados mostra que, a adicdo da MSZ em nanossuspensdo ao sistema binario
influenciou na obtencdo do didmetro de particulas, uma vez que na propor¢édo 2:8 (QS/ALG) a
caracteristica foi de presenca de agregados, apds a incorporacdo do farmaco em pH6, obteve-se
um didmetro de 257,8nm. Para a proporcao 8:2 (QS/ALG) em pH6 houve reducdo no didametro de
321,4 para 257,8nm. A incorporagdo do farmaco ao sistema ternario também influenciou no
diametro de particulas, na proporg¢éo 8:1:1 houve reducdo do didmetro de 693,4 nm para 294,6nm

em pH6.
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Figura 29: Caracterizagdo da incorporagdo das nanossuspensdes de MSZ aos sistemas
poliméricos binario(QS/ALG) e ternario (QS/ALG/HP) — PDI
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As nanoparticulas compostas por QS/ALG apresentaram valores de PDI de 0,439 a 0,953,
sendo a proporcdo 8:2 em pH6 considerada monodispersa. Para as NPs compostas por
QS/ALG/HP, o PDI foi semelhante de 0,550 a 0,992, sendo em pH4 apresentados 0s menores
valores de PDI. Com a incorporacdo da MSZ aos sistemas, o0s valores de PDI praticamente nao
alteraram, na proporc¢éo 8:2 em pH®6, os valores foram de 0,494 para 0,439, na proporcao 8:1:1 em
pH6, também nédo houve diferenca significativa, com valores de 0,576 para 0,581 apds adi¢do do
farmaco ao sistema.

Figura 30: Caracterizacdo da incorporacdo das nanossuspensées de MSZ aos sistemas
poliméricos binario(QS/ALG) e ternario (QS/ALG/HP) — Potencial zeta
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No sistema binério(QS/ALG), os valores de potencial zeta foram negativos para proporgéo 2:8
em ambos valores de pH 4 (-29,8mV) e 6 (-33,7mV). Em pH 4, na proporcao 8:2 (QS/ALG), 0s
valores foram positivos (+35,7mV) e para pH 6 (+24,4mV). Dessa forma, para menores propor¢oes
de QS em relacdo ao ALG, os valores de potencial zeta foram negativos, e para maiores propor¢oes

de QS em relagdo ao ALG, os valores de potencial zeta foram positivos.

No sistema ternario(QS/ALG/HP), a proporc¢éo 2:4:4 (QS/ALG/HP) para ambos valores de pH
4 e 6, apresentou potencial zeta com valor negativo. A composic¢éo 8:1:1 (QS/ALG/HP) para ambos

valores de pH 4 e 6, apresentaram potencial zeta com valor positivo. Em pH 4, o potencial zeta
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variou entre -28 e -35,4mV, e em pH 6, a densidade de cargas variou entre +35,1 e +31,6mV.
Podemos verificar que com a adi¢cdo da MSZ, na proporgédo 8:2, o potencial zeta variou de

+29,4 para +24,4mV em pH6. Para a proporcdo 8:1:1, podemos concluir gue em pH6 com a maior

proporgdo de QS em relacdo aos polianions ALG/HP, houve aumento na densidade de cargas de

+19,8 para +31,6Mv, proporcionando maior estabilidade do sistema.

5.5.3 CARACTERIZACAQ DOS SISTEMAS BINARIO E TERNARIO CONTENDO A
MSZ SOLUBILIZADA

As solucbes de MSZ foram preparadas na concentracdo 0,8mg/ml, em valores de pH 4 € 6, e
incorporadas aos sistemas poliméricos pelo método de complexacdo polieletrolitica. As
formulacdes foram caracterizadas, verificando tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta dos
sistemas obtidos, como demonstrados nas figuras 31 A e B.

Figura 31: Caracterizacdo da MSZ solubilizada e incorporada ao sistema polimérico binario
(QS/ALG) —Diametro médio

A) QS/ALG B) QS/ALG/HP

pH 4.0
pH 6.0 2000 —

Diametro (nm)
&

AGREGADO

2:4:4 811

2:8 &2
Proporgio QS/ALG Proporgao QS/ALGHP

Em pH 4, o didmetro de particulas obtido foi maior para os sistemas binario e ternario com
maior proporcao de polianions. O didmetro médio-z de particulas foi obtido em escala nanométrico
tanto em pH 4 quanto em pH 6, variando de 217nm a 733,4nm. Observou-se que 0S menores
didmetros de particulas foram obtidos nos sistemas com maiores propor¢des do polication, além
disso, e apos adicao do farmaco disperso molecularmente as particulas ainda reduzira de tamanho,
na proporcdo 8:2 em pH4, o didmetro reduziu de 518,8nm para 243nm, e em pH6, o didmetro
reduziu de 321,4 para 217nm.

No sistema ternario, a proporcao 8:1:1 (QS/ALG/HP) para ambos valores de pH, apresentou
diametro de particulas entre 316 e 346,8nm, ainda a maior propor¢éo de QS em relacdo aos demais
polimeros (ALG/HP) proporcionou um diametro de particulas menor. Diametros de particulas
menores sdo obtidos com QS de baixo peso molecular (CARDOSO, 2019), o que pode contribuir

para esses achados.
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Em pH 6, a proporcdo 2:4:4 apresentou formacdo de agregados, sugere-se que a maior
proporgdo de cargas negativas no sistema anulou as cargas positivas, devido a menor interagéo
polieletrolitica ocasionando a agregacao do sistema.

Figura 32 : Caracterizagdo da MSZ solubilizada e incorporada aos sistemas poliméricos
binério (QS/ALG) eternério (QS/ALG/HP) — PDI

A) QS/ALG B) QS/ALG/HP
‘ pH 40

PDI

AGREGADO

28 82
Proporgao QS/ALG Proporgio QS/ALGHP

Em pH4 e 6, no sistema binario na proporcao 2:8 (QS/ALG) apresentou distribui¢do de tamanho
das particulas polidispersos (>0,5), e na proporcao 8:2 (QS/ALG) os sistemas obtidos foram
monodispersos (<0,5), demonstrando homogeneidade no sistema. Em pH 4, os valores de PDI
variaram entre 0,470 e 0,705, e em pH6, os valores de PDI variaram entre 0,417 e 0,684. A adigéo
de MSZ solubilizada ao sistema binario proporcionou discreta reducdo de PDI em pH6, com
valores de 0,494 para 0,417.

No sistema ternario, a proporcao 2:4:4 em pHG6, apresentou formacédo de agregados. Todas as
proporcdes apresentaram distribuicdo de tamanho polidisperso. A maior propor¢do de QS em
relacdo aos polimeros ALG e HP proporcionou valores de PDI mais baixos (0,557 a 0,608), assim
como para o sistema bindrio. Para o sistema ternario, a incorporacao do farmaco alterou os valores
de PDI, tanto na proporc¢ao 2:2:4 em pH 4(0,314 para 0,590), quanto na proporcao 8:1:1 em pH4
(0,590 para 0,989).

Figura 33: Caracterizacdo da MSZ solubilizada e incorporada aos sistemass polimérico binario
(QS/ALG) eternario — Potencial zeta

A) QS/ALG B) OS/ALG/HP

604 pHA0
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No sistema binario, em pH4, os valores de potencial zeta variaram entre -33,5 e - 29,5mV. Em
pH6, os valores de potencial zeta ficaram entre +43,7 e +39,2mV. A proporcao 2:8 (QS/ALG)
apresentou valores de potencial zeta negativos para ambos valores de pH, e a propor¢do 8:2
(QS/ALG) apresentou valores de potencial zeta positivo para ambos valores de pH. A maior
proporc¢do de QS em relacdo ao ALG proporcionou densidade de cargas mais alta. Apos adi¢do do
farmaco ao sistema, na proporcéo 8:2 em pH4, o valor de potencial zeta variou de (+58,6 para
+43,7mV) e em pH6 (+29,4 para +39,2mV.

No sistema ternario, a proporcdo 2:4:4 (QS/ALG/HP) em pH4, apresentou potencial zeta
negativo (-32,8Mv), e em pH 6 apresentou formacdo de agregados. A proporcdo 8:1:1
(QS/ALG/HP) em pH 4 e 6, apresentou potencial zeta com carga positiva (+40,7 e +44,4 mV). A
adicdo da MSZ ao sistema ternario promoveu aumento na densidade de cargas na proporcao 2:4:4
em pH4 (-12,5 para -32,8mV), e em pH6 (+20,5 para -32,8mV).

Dessa maneira, podemos concluir que a maior propor¢do de quitosana em relacdo aos
polianions proporcionou menores didmetros de particulas tanto em pH 4 quanto em pH6, bem

como os Vvalores de PDI e potencial zeta.

55.4 ESTABILIDADE DOS SISTEMAS CONTENDO O FARMACO INCORPORADO
EM NANOSSUPENSAQ

As nanossuspensdes foram armazenadas na geladeira ao abrigo da luz, e ap6s 30 dias do preparo
verificou-se a estabilidade em fungdo do tempo das formulagdes analisando possiveis alteraces no
diametro de particulas, PDI e potencial, que estdo representados nas figuras 34A, B e C.
Figura 34: Avaliacdo do diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta na
estabilidade fisica das nanossuspensfes de MSZ (1,66mg/ml) incorporadas ao sistema polimérico
binario (QS/ALG) em pH 4 e 6, apds 30 dias do preparo.

A) Diémetro médio B) PDI C) Potencial zeta

80 -

pHA (T0)
I pH4 (30 dias)
[ pH G (TO)

pH6E (30 dias)

4000 I o+ 4 (TO) 40
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I oH 6 (TO)

2000 [ pH6 (30 dias)

20 4
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T T
T T 5
o' o 28 8:2
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Avaliando a estabilidade das nanossuspensdes de MSZ no sistema binario, observa-se que em
pH4 houve reducdo no didmetro de particulas na proporcéo 2:8 e em pH6 o didmetro aumentou, ja

na proporcdo 8:2 houve reducdo no diametro de particulas em pH 4 e em pH 6 permaneceu
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inalterado.

O PDI foi reduzido em pH4 e 6 na proporcao 2:8, na propor¢do 8:2 em pH4 o valor de PDI foi
reduzido e em pH6 ndo houve alteracdo. O potencial zeta das amostras praticamente permaneceu
estavel. Podemos verificar que na propor¢do 8:2 em pH 6 ndo houve alteracdo do sistema, e em
pH 4 houve reducdo de diametro médio e PDI ,bem como o potencial zeta permaneu estavel,
podemos sugerir que a maior concentracdo de quitosana ao sistema proporcionou ndo somente a
obtencdo de menores tamanhos e distribuicdo de particulas, mas também pode ter contribuido na
estabilidade destas amostras.

Figura 35: Avaliacdo do didmetro medio, indice de polidispersdo e potencial zeta na
estabilidade fisica das particulas de nanossuspensées de MSZ (1,66mg/ml) incorporadas ao

sistema polimérico ternario (QS/ALG/HP) em pH 4 e 6, apds 30 dias de preparo.

Diametro médio PDI Potencial zeta
P (10)
I o4 (T0) I 04 (30 dias)
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244 [RE 244 811 244 8111
Proporgéo (QS/ALGHP) Proporcdo (QS/ALGHP) Proporgéo (QS/ALG/HP)

Na avaliacdo da estabilidade da MSZ incorporada ao sistema ternario, observa-se que em pH4
o didmetro de particulas reduziu consideravelmente na propor¢édo 2:4:4 e aumentou em pH6. Na
proporcdo 8:1:1, para ambos valores de pH, o didmetro médio das particulas praticamente
permeneceu estavel. Os valores de PDI aumentaram em pH4 e reduziram em pH6, na proporcao
2:4:4, ja na proporc¢do 8:1:1, ndo observou-se diferenca nos valores de PDI para os dois pH. O
potencial zeta ndo apresentou diferenca significativa na densidade de cargas tanto em pH 4 quanto

em pH 6, em ambas as proporcoes poliméricas.

5.5.5 AVALIACAQ DA EFICIENCIA DE ASSOCIACAQ DA MSZ SOLUBILIZADA E
AS NANOSSUSPENSOES NOS SISTEMAS POLIMERICOS

Para avaliar a eficiéncia de associagdo do farmaco aos sistemas, a MSZ foi preparada nas formas
solubilizada e nanossuspensdo, e incorporadas aos sistemas polimericos binario (QS/ALG) e
ternario (QS/ALG/HP) conforme descrito no item 4.7.1, os dados estdo demonstrados na tabela
10.
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Tabela 10: Eficiéncia de associagdo da MSZ solubilizada e incorporada aos sistemas
poliméricos.

Formulactes (QS-ALG- EA%
HP-MSZ 0,8mg-ml)
2:8:0 pH4 30,5
8:2:0 pH4 30,6
8:2:0 pH6 28,3
2:4:4 pH4 29,5
8:1:1 pH4 29,0
8:1:1 pH6 284

Os valores obtidos na EA% foram semelhantes tanto para os sistemas binario quanto ternério,
em ambos valores de pH e a adicdo de HPMC né&o influenciou na EA% da MSZ. Também foi
calculada a eficiéncia de associacdo da MSZ em nanossuspensao incorporada aos polimeros, as
percentagens obtidas estdo representadas na tabela 11.

Tabela 11: Eficiéncia de associagdo das nanossuspensdes de MSZ incorporada aos sistemas
poliméricos.

Proporcdo(QS/ALG/HP) EA%
2:8.0pH4 57,4
2:8:0 pH6 57,4
8:2:.0 pH4 61,7
8:2:0 pH 6 434
2:4:4pHA4 56,2
2:4:4pH6 50,9
8:1:1pH4 59,5
8:1:1pH6 432

Ao avaliarmos as percentagens obtidas na eficiéncia de associagdo da MSZ, verificamos que a
adicdo do farmaco na forma de nanosuspensdo apresentou quase o dobro dos valores de
percentagem comparados ao farmaco disperso molecularmente. Dessa forma, podemos sugerir que
a MSZ na forma de nanosuspensdo pode aumentar a percentagem na eficiéncia de associagdo do

farmaco aos sistemas poliméricos.

5.6 ANALISE MORFOLOGICA DA MSZ E DOS SISTEMAS POLIMERICOS BINARIO
(OS/ALG) E TERNARIO (QS/ALG/HP) POR MEV

A microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV) é uma das técnicas mais

utilizadas para analisar caracteristicas estruturais de materiais solidos fornecendo imagens em alta
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resolucdo (CARDOSO, 2019). No presente estudo, as fotomicrografias foram analisadas quanto a
sua morfologia e estdo representadas nas figuras 36 com aumento de 2.000 10.000 e 30.000 vezes.
Figura 36: Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) com aumento de 30.000x: (A)
matéria-prima MSZ; (B) nanossuspensdes de MSZ (1,66mg/ml) em pH4; (C) nanossuspensdes de

MSZ (1,66mg/ml) em pH6; (D) nanossuspensdes de MSZ (5mg/ml) em pH4 (E) nanossuspensdes
de MSZ (5mg/ml) em pH6.

De acordo com as fotomicrografias apresentadas, é possivel verificar que o (A) farmaco pé
(adquirido comercialmente) possui caracteristicas com a presenca de cristais irregulares. O
farmaco em (B) nanossuspensdo (1,66mg/ml) em pH4, assume caracteristicas muito proximas a
matéria-prima, ja em (C) nanossuspensdes de MSZ (1,66mg/ml) em pH6, as estruturas tomam
forma com aspecto irregular. Nas amostras do farmaco em (D) concentragdo 5mg/ml em pH4,
observa-se a presenca de estruturas esféricas, o que em (E) pH6, a estrutura apresenta ter a mesma
caracteristica da matéria-prima.

Figura 37: Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) com aumento de 30.000x: (A)
sistema polimérico binario (QS/ALG) sem o farmaco em pH4 (B) sistema polimérico binario
(QS/ALG) sem o farmaco em pH6 (C) sistema polimérico binario (QS/ALG) com o farmaco em
nanossuspensao (1,66mg/ml) em pH4 (D) sistema polimérico binario (QS/ALG) com o farmaco

em nanossuspensao (1,66mg/ml) em pH6.
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Através da analise microscopica do sistema binario (QS/ALG), podemos observar na
fotomicrografia (A) o sistema sem a presenca do fArmaco em pH4 com formacéo de uma estrutura
irregular, e em (B) o sistema sem o farmaco em pH6, apresenta uma estrutura semelhante de massa
irregular. Em (C) a adicdo do farmaco ao sistema em pH4, demonstrou presenca de algumas
estruturas esféricas, podendo ser melhor visualizadas em (D) no pH6.

Figura 38: Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG) com aumento de 30.000x: (A)
sistema polimérico ternario (QS/ALG/HP) sem o farmaco em pH4; (B) sistema polimérico ternario
(QS/ALG/HP) sem o farmaco em pH6; (C) sistema polimérico ternario (QS/ALG/HP) com o
farmaco em nanossuspenséo (1,66mg/ml) em pH4; (D) sistema polimérico ternario (QS/ALG/HP)

com o farmaco em nanossuspensao (1,66mg/ml) em pH®6.

Seguindo os estudos com o sistema ternario (QS/ALG/HP), observamos que tanto em pH4 (A)
guanto em pH6 (B), as amostras evidenciam presenca de estruturas esféricas. Com a adicao do
farmaco ao sistema em (C) (D) em ambos valores de pH houve formacéo de pontos luminescentes
aos redor das particulas, sugere-se que tal fendbmeno pode ser atribuido a presenca de HPMC no
sistema, assim mais estudos sao necessarios para entender esses achados.

Figura 39: Microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) com aumento de 30.000x: (A)
nanossuspensdes de MSZ (1,66mg/ml) em pH4; (B) nanossuspensdes de MSZ (1,66mg/ml) em
pH6; (C) sistema polimérico binario (QS/ALG) com o farmaco em nanossuspensdo (1,66mg/ml)
em pH4; (D) sistema polimérico binario (QS/ALG) com o farmaco em nanossuspensdo
(1,66mg/ml) em pHG6; (E) sistema ternario (QS/ALG/HP) com o farmaco em nanossuspensdo
(1,66mg/ml) em pH4; (F) sistema ternario (QS/ALG/HP) com o farmaco em nanossuspensao
(1,66mg/ml) em pH6;(G) sistema binario (QS/ALG) com o farmaco solubilizado (0,8mg/ml) em
pH4; (H) sistema ternario (QS/ALG/HP) com o farmaco solubilizado em pH4.
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Analisando o conjunto de dados, verificamos que o (A) farmaco em nanossuspensao
(1,66mg/ml) quando incorporado ao sistema binario (QS/ALG) em pH4 (C), adquiriu estrutura de
particulas esféricas , bem como em pH6 (D), a estrutura irregular do farmaco (B) em
nanossuspensdo (1,66mg/ml) quando incorporada ao sistema adquiriu uma forma esférica das
particulas. No sistema ternario, a adi¢cdo do farmaco em nanossuspensédo (1,66mg/ml) ao sistema
(E) (F), provocou alteracdo na estrutura das particulas, que apresentaram-se esféricas com pontos
luminescenes ao redor da particula , em ambos valores de pH. Na adi¢do do farmaco solubilizado
(0,8mg/ml) (G) ao sistema binario em pH4, verificou-se presenca de uma massa com alguns pontos
esféricos que pode ser o farmaco e em (H) no sistema ternario em pH4, apresentou uma forma

esférica com um ponto central irregular.
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6. CONCLUSAO

A mesalazina é um antiinflamatorio eficaz no tratamento da retocolite ulcerativa leve a moderada,
no entanto, sua posologia requer altas doses diarias em sua administracdo, o que compromete a
adesdo do paciente ao tratamento e consequentemente sua qualidade de vida. No presente estudo,
nanoparticulas poliméricas foram racionalmente delineadas para uma liberacdo cdlon especifica
da mesalazina a partir de sua administragdo por via oral.

Para obtencéo das nanoparticulas poliméricas, foram selecionados polimeros com propriedades
mucoadesivas, visando agregar a vantagem de permanéncia do farmaco por mais tempo no local
da inflamacédo. Para tanto, foram selecionados os polimeros: quitosana (polication), alginato e
ftalato de hidroxipropilmeticelulose (polianions) para compor sistemas desenvolvidos pela técnica
de complexacdo polieletrolitica, sendo QS/ALG (sistema binario) e QS/ALG/HP (sistema ternario).
Foram determinados o didmetro médio, indicede polidispersdo e potencial zeta dos sistemas,
caracterizando propriedades favoraveis a homogeneidade e estabilidade dos sistemas. O farmaco
foi incorporado aos sistemas em sua forma solubilizada, na concentracdo préxima a saturacéo e
em nanossuspensdes, com intuito de promover um aumento na eficiéncia de associacdo. As
nanossuspensdes foram obtidas pela técnica de Botton-up, através da precipitacdo acido base em
pH4 e 6. A eficiéncia de associacdo da MSZ em nanossuspenséo foi o dobro (61%) da observada
guando o farmaco estava solubilizado em uma concentracdo proxima a saturacdo. Dessa forma, a
utilizacdo de nanossuspensdes pode ser uma ferramenta promissora para aumentar a eficiéncia de

associacao de farmacos como a MSZ.
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