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Resumo

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

0 avancgo no tratamento de doengas inflamatorias intestinais.

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

especifica; SASA; doengas inflamatorias intestinais.



Abstract

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

of inflammatory bowel diseases.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1.1. Aspectos epidemiologicos, sintomatologia e diagnostico

A incidéncia e prevaléncia das DII’s tém se mantido estdveis e altas em paises
desenvolvidos como Estados Unidos da América e paises Europeus; entretanto, a incidéncia de
tais doengas vem crescendo em paises em desenvolvimento na América do Sul, Asia e Africa,
como o Brasil e a China, por exemplo. Essa mudanca do perfil das DII’s estd ligada a
urbanizag¢do dos paises que expdem a populagdo a diferentes fatores, tais como poluentes,
mudanga de estilo de vida e alteragdo na alimentagdo para uma dieta mais ocidentalizada que,
por consequéncia, altera o microbiota ¢ a imunidade intestinal (DU; HA, 2020; TORRES et al.,
2017).

Uma revisao sistematica de 2019 destacou estudos desenvolvidos em paises da América
do Sul. Os dados analisados indicaram uma prevaléncia de DII’s variando de 15,0 a
24,1/100.000 habitantes para CU e 2,4 a 14,1/100.000 habitantes para DC. Também foi possivel
constatar um aumento significativo na incidéncia e prevaléncia de DII’s nos tltimos 21 anos no
que diz respeito ao Brasil (SELVARATNAM et al., 2019).

No Brasil, os dados governamentais de incidéncia e prevaléncia na populagdo sdo
insuficientes devido as DII’s ndo se classificarem como doencas de notificacdo compulsoria.
Apesar disso, um estudo de 2024 analisou o panorama epidemioldgico de internagdes por DII’s
no Brasil, indicando entre 2018 a 2022 foram contabilizados 24.982 internacdes (4.996,4 por
ano), sendo o ano de 2022 com maior numero de internagdes com 5643 registros (ROCHA et
al., 2024).

Os sintomas clinicos caracteristicos das DII’s sdo dor abdominal, diarreia frequente,
perda de peso, anemia e, consequentemente, desnutricdo, em funcdo do déficit na absor¢do de
nutrientes (SEYEDIAN; NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019). Outros sinais extras
gastrointestinais podem surgir e sdo classificados em duas categorias: as manifestagdes
imunologicas relacionadas as DII's, como artrite, pioderma gangrenoso e inflamacdo na iris
ocular; e as doengas autoimunes ndo relacionadas com as DII’s, como espondilite anquilosante
e pancreatite (LEMMENS et al., 2013; SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017).

A DC ¢ uma doenga cronica incurdvel que pode se desenvolver em trés estagios, de
acordo com o quadro clinico da doenca: leve a moderada, moderada a grave e cronica grave.
Na fase leve a moderada, ndo ha obstrucdo intestinal ou perda de peso; entretanto, com o

agravamento das lesdes inflamatorias as manifestagdoes progridem para moderado a grave, a
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qual inclui febre, dores abdominais e evacuagdes dolorosas e frequentes. Na fase cronica da
DC, os sintomas incluem vOmitos persistentes, intensificagdo das dores abdominais, obstru¢ao
intestinal e caquexia (FLYNN; EISENSTEIN, 2019; GISBERT et al., 2002; SEYEDIAN;
NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019; YOUNIS; ZARIF; MAHFOUZ, 2020).

A inflamacao causada pela DC pode afetar toda a parede do sistema digestorio de modo
recorrente (fase aguda/ativa) e remitente com predomindncia nas regides inferiores do TGI,
como ileo terminal, célon e perianal. As lesdes inflamatérias na DC sdo classificadas como
segmentares, assimétricas e transmutédveis, as quais progridem para abscessos e fistulas quando
ndo ha resposta terapéutica. Por outro lado, na RU, a resposta inflamatoria ¢ limitada a mucosa
do célon e reto com lesdes continuas e difusas que induzem evacuagdes com exsudato
mucopurulento, e, hematoquezia, sintoma clinico persistente na RU (LEMMENS et al., 2013).
Em casos de proctite e inflama¢do na mucosa do reto e dnus, a urgéncia e sensagao de evacuagao
incompleta sdo sintomas predominantes na RU (UNGARO et al., 2017).

A RU também ¢ caracterizada com uma doenca cronica recorrente; entretanto, os
periodos de remissdo tendem a ser mais longos. A evolucdo da doenca pode ser dividida em
trés etapas: leve, quando hda menos de trés evacuagdes diarias sem impacto sistémico
significativo; moderada, com mais de quatro evacuagdes por dia e impacto sistémico minimo;
e grave, quando ocorrem mais de seis evacuagdes diarias sanguinolentas com
comprometimento sist€émico, o qual pode causar febre, taquicardia, anemia e megacdlon toxico
em casos extremos (BERENDS et al., 2019; NIDHI et al., 2016; UNGARO et al., 2017,
VINDIGNI et al., 2016).

O diagnostico das DII’s ¢ dado a partir da sintomatologia, testes laboratoriais, biopsias
e exames de imagem como colonoscopia e endoscopia. Tais métodos sdo realizados para a
exclusdo de outras doengas do TGI que podem ter sintomas parecidos como infec¢des, doenca
celiaca e doenca diverticular (SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017). Os biomarcadores fecais,
principalmente calprotectina fecal, sdo utilizados para diagnosticos de DII’s devido a
concentracdo aumentada da proteina ocasionada pelo infiltrado de neutrofilos na inflamagao
intestinal (TORRES et al., 2017). Para diagnosticar com exatiddo as DII’s, exames laboratoriais
podem ser solicitados, como deficiéncia de vitaminas e deficiéncia de ferro para DC e RU,
respectivamente, além do diagnostico utilizando equipamentos de imagem. Por outro lado, em
casos mais avancgados das DII’s, a diferenciacao entre RU, DC e outras tipos de infeccdes

intestinais torna-se comprometida (SEYEDIAN; NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019).



23

2.1.2. Tratamento farmacologico

O tratamento das DII’s ¢ baseado no estagio em que a doenca se encontra € na resposta
ao tratamento pelo paciente, ponderando os efeitos adversos trazidos pela terapia
medicamentosa. O manejo das DII’s foca em induzir e manter a remissao da inflamagao com o
intuito de evitar a incapacidade intestinal, cancer, colectomia e demais danos ao TGI (TORRES
et al., 2017; UNGARO et al., 2017).

Os aminossalicilatos foram a primeira classe de farmacos a serem utilizados para o
tratamento das DII’s em casos leves a moderados, mais precisamente a sulfassalazina, que
contém a molécula SASA responsavel pelo efeito terapéutico. Entretanto, os efeitos adversos
associados a presenca do transportador sulfapiridina como nauseas e vomitos tornaram a terapia
com sulfassalazina pouco eficaz a respeito do aumento da qualidade de vida dos pacientes
(SEYEDIAN; NOKHOSTIN; MALAMIR, 2019; UNGARO et al., 2017).

Em estagios moderados da DC, a prescricdo de esteroides como budesonida e
predinisona sdo indicados para induzir a remissdao da doenga, embora ndo sejam suficientes para
manter a remissao e estdo associados a causar dependéncia nos pacientes. O uso de azatioprina,
tiopurina e metotrexato tem sido uma opg¢do em casos moderados a graves na DC, devido aos
imunossupressores mostrarem eficacia tanto na reducao quanto na manutencao da remissao da
inflamacao (BERENDS et al., 2019; CAPRILLI et al., 2009; COTTONE et al., 2011; TORRES
et al., 2017). Entretanto, o uso frequente dos farmacos supracitados esta ligado ao aumento do
risco de neoplasias malignas (TORRES et al., 2017). Em casos de falha na resposta do
tratamento utilizando esteroides e imunossupressores, farmacos como adalimumabe e
inflaximabe, indutores de anticorpos antifator de necrose tumoral (anti-TNF), sdo utilizados
para induzir e manter a remissao na DC. Porém, sabe-se que o uso de anti-TNF, principalmente
quando ndo associado a imunossupressores, aumenta o risco de infec¢des oportunistas
(TORRES et al., 2017).

Como supracitado, a primeira alternativa de farmaco para tratar a RU em estagios leves
a moderados sdo aminossalicilatos, como a mesalazina por via oral e retal (supositorios e
enemas) a depender da localiza¢do da inflamac¢do na mucosa intestinal. Combinagdes entre
comprimidos e enemas de SASA mostraram-se mais eficaz em colite do lado esquerdo do que
quando utilizados separadamente (UNGARO et al., 2017). Além disso, a utilizacdo de
supositorios de mesalazina para tratamento de proctite mostra resposta positiva na indugdo e
manutencdo da remissdo da RU. Para terapias sem resposta ao uso isolado de aminossalicilatos,

a introdugdo de corticoesteroides, como prednisona, € indicada para complementar a inducao
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da remissdo na proctite e na colite do lado esquerdo. Todavia, essa classe de farmacos ndo ¢
indicada para manter a remissao devido a ndo mostrar eficacia a longo prazo e a complicados
efeitos adversos (UNGARO et al., 2017).

Em estagios moderados a graves da RU, quando pacientes adquirem resisténcia a
esteroides ou a terapia mais branda ndo obtém resultado satisfatorio, iniciar o tratamento com
imunossupressores, como azatioprina, ¢ indicado para manter a remissao. Além disso, em caso
de colite grave e internacdo hospitalar, administrar infliximabe em associagdo a
imunossupressores pode ajudar a induzir a remissdo da inflamacao (BERENDS et al., 2019;
CAPRILLI et al., 2009; COTTONE et al., 2011; TORRES et al., 2017).

Novos farmacos tém sido desenvolvidos e podem ser administrados no tratamento das
DII’s quando aminossalicilatos, imunossupressores e anticorpos monoclonais anti-TNF nao se
aplicam como terapia adequada, causada por falha ou intolerancia medicamentosa. O
vedolizumabe, anticorpo monoclonal capaz de bloquear a integrina A4B7 e induzir resposta
inflamatoria seletiva no intestino, ¢ uma alternativa para induzir ¢ manter a remissao para DC
e RU em estagios moderados a graves (TORRES et al., 2017).

Em casos graves, a necessidade de cirurgia ¢ avaliada para promover melhora do quadro
clinico de pacientes. Drenagens cirargicas sao realizadas em pacientes com DC quando as
lesdes no TGI formam abcesso ou infecionam, e, apdés o procedimento, acompanhamentos
endoscopios periddicos e administragdo com azatioprina ¢ indicada para evitar complicacdes a
longo prazo. Com a evolugdo da RU para comprometimento sistémico no qual a terapia
medicamentosa nao responde, a colectomia ¢ uma alternativa utilizada para controlar a piora
do quadro. Procedimentos como ileostomia e reconstru¢ao do colon sdo realizados a fim de
normalizar o transito intestinal, podendo ou nao terem a introducao da bolsa ileal (UNGARO

etal., 2017).

2.2.  Mesalazina

De acordo com a terminologia IUPAC (do inglés, International Union Of Pure And
Applied Chemistry) a nomenclatura da mesalazina ¢ 5-amino-2-hidroxibenzoico. O farmaco
possui massa molecular de 153,14 g/mol distribuidos em sua estrutura molecular composta de
um anel benzoico ligado a uma hidroxila e um grupamento amina, Figura 1. A mesalazina

encontra-se em forma de cristais brancos a rosados ou p6 castanhos arroxeados insoliveis em
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etanol e praticamente insoluvel em dgua (0,84 g/ L a 20 °C) (VELOSO; MACHADO; NOBRE,
2021).

Figura 1 - Estrutura quimica do SASA.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A administracao por via oral da mesalazina de forma isolada acarreta a rapida absorgao
da molécula em sua maior totalidade no estdbmago e no intestino delgado (VELOSO;
MACHADO; NOBRE, 2021). Assim que absorvida, a mesalazina pode ser transportada para
outros tecidos e exercer sua acao farmacoldgica ou pode ser acetilada pela N-acetiltransferase
(NAT) formando o composto inativo N-acetil-5-aminosalicilico (N-acetil-SASA) que ¢
excretado na urina e nas fezes (VELOSO; MACHADO; NOBRE, 2021).

O 5ASA possui alta afinidade com proteinas plasmaticas, atingindo o pico de
concentracdo plasmatica de 3,48 horas. A meia-vida do farmaco pode variar de 1,4 a 6 horas
dependendo da via a administracdo, enquanto a do seu metabdlito varia de 5 a 10 horas com
pico de concentragdo plasmatica de 3,78 horas (TAVARES JUNIOR et al., 2020).

Em amostras bioldgicas, a mesalazina a 20 °C e em pH 4cido apresenta instabilidade, ao
contrario de seu metabolito N-acetil-5ASA que permanece estdvel nas mesmas condicoes.
Além disso, sabe-se que a mesalazina sofre degradacdo em ambientes oxidativos e pode
apresentar comportamento de auto-oxidagdo (TAVARES JUNIOR et al., 2020).

Numerosos estudos classificam o mecanismo de acdo do SASA como parcialmente
definido. Acredita-se que o farmaco tem acdo anti-inflamatdria predominantemente local na
mucosa intestinal, por inibi¢do da lipo-oxigenase e ciclo-oxigenase, consequentemente a
producdo de leucotrienos e prostaglandinas ¢ reduzida. Também ¢ relatado que o fairmaco atua
como eliminador de radicais livres, moléculas em evidéncia em pacientes com DII. Outros
mecanismos foram relatados, relacionando a inibicdo da produgdo de citocinas inflamatorias

como efeito do SASA, uma vez que o farmaco tem a capacidade de interferir na a¢do do fator
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nuclear kappa g, responsavel pela transcrigdo de citocinas pro-inflamatorias, além de inibir as
fungdes celulares de linfocitos, macrofagos e células “natural killer”, células presentes no
processo de inflamacgdo, obtendo a capacidade de remover espécies reativas de oxigénio,
conforme se observa na Figura 2 (BERENDS et al., 2019; CAMPREGHER; GASCHE, 2011;
CAPRILLI et al., 2009).

Figura 2 - Representag@o sistematica do mecanismo de agdo do SASA.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Um dos principais desafios da utilizagdo da mesalazina ¢ a alta absor¢do da molécula
anteriormente ao local da inflamacdo. Ao ser administrada por via oral, somente 20% do
farmaco atinge as porcdes do colon e ileo, reduzindo o efeito terapéutico no local da inflamacéo
(VELOSO; MACHADO; NOBRE, 2021).

Além disso, em razéo do farmaco ser metabolizado pela NAT, as baixas doses de 5ASA
sdo insuficientes para induzir e manter a remissdo da doenga. Assim, altas doses séo
administradas a fim de promover a saturacdo da enzima NAT, resultando numa maior
concentracdo de 5ASA, a fim de aumentar o efeito farmacologico no organismo (VELOSO;
MACHADO; NOBRE, 2021). Outros fatores sédo a meia-vida curta do 5ASA e a dosagem das
formulagGes em sua maioria serem baixas, 0s quais obrigam 0s pacientes a administrarem o

medicamento varias vezes ao longo do dia, afetando a adesdo ao tratamento (TINDALL, 2009).
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Vale ressaltar que alguns pacientes com inflamagéo acentuada podem apresentar rapido
transito intestinal e alteracdo do pH do coldn, os quais dificultam a terapia com comprimidos
revestidos com excipientes dependente de pH, como Eudragit® S 100 (VELOSO; MACHADO;
NOBRE, 2021).

A partir disso, faz-se necessario estudar novos sistemas de liberacdo de 5ASA para
otimizar o tratamento de DII’s, visto que as formas convencionais estdo sujeitas a falha

terapéutica.

2.2.1. Consideracgoes fisiologicas para o tratamento das DII’s

Os farmacos administrados oralmente para o tratamento da DIl precisam superar
diferentes barreiras impostas pelo TGI para chegar ao local de acdo (DOS SANTOS et al.,
2021a; HUA, 2020).

O tempo de transito no TGI é um fator-chave importante para se estabelecer novas
estratégias para direcionamento especifico no colon de sistemas orais de administracdo de
farmacos. A reducdo do tempo de transito afeta as propriedades de retencdo/eliminacéo da
molécula ativa. O tempo de transito de uma forma farmacéutica varia em cada regido do TGl,
mudando de acordo com o perfil fisiolégico de cada individuo. No estdmago, sofre influéncia,
por exemplo, da ingestdo alimentar, podendo chegar até 6 horas quando alimentado e variando
de 0 a 2 horas vazio. Quanto ao intestino delgado, costuma variar de 3 a 4 horas, podendo
apresentar variacao individual de 2 a 6 horas em organismos saudaveis. A regido col6nica
apresenta maior variabilidade, durando de 6 a 70 horas. Fatores patoldgicos também podem
alterar o tempo de transito, por exemplo, pacientes com muitos episédios de diarreia tém tempo
de transito reduzido no TGI devido ao movimento peristaltico acelerado, como 0s pacientes
com CU ativa que tém tempo de transito colénico mais rapido (Santos et al., 2021; Hua, 2020)

Outro importante fator € o pH ao longo do TGI. Explorar essa propriedade é uma
estratéegia amplamente aplicada em sistemas que utilizam polimeros soltveis em pH neutro e
insollveis em pH &cido, sendo capazes de impedir a liberacdo do farmaco na regido do
estbmago e intestino delgado proximal e direcionar para a regido colbnica. O estbmago
apresenta um ambiente altamente acido quando ndo ha ingestdo de alimentos (pH 1,5-2).
Dependendo da regido do intestino delgado, o pH pode variar de 6 (duodeno) a 7,4 (ileo). Uma
alteracdo semelhante no pH é observada no intestino grosso, comegando em 6 (ceco) e
chegando a 6,7 (reto). Assim como acontece com o transito intestinal, a faixa de pH no TGl

pode ser alterada por aspectos fisiolégicos, como a ingestéo alimentar, que pode variar o pH do
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estdbmago de 3 a 6. Ressalta-se que o pH do TGI esté interligado ao estado de ionizacdo das
moléculas do farmaco e, consequentemente, com a sua absorcao (Santos et al., 2021; Hua,
2020).

O muco do TGI é uma secrecdo continua responsavel por lubrificar e proteger o epitélio
gastrointestinal, composto principalmente por agua e mucina revestida por proteoglicanos. O
cblon e o estdmago possuem a camada de muco mais espessas do TG, que é dividida em uma
camada luminal frouxa e uma camada basal firmemente aderente. No estdmago, 0 muco pode
proteger o tecido do &cido gastrico, enquanto no célon tem a funcdo de estabilizar o ambiente
da microflora residente. Em relacdo aos sistemas de liberacdo oral de farmacos, a barreira
mucosa dificulta a absorcdo/penetracdo dessas moléculas através do epitélio intestinal,
reduzindo o tempo de permanéncia na regido e limitando sua eficacia terapéutica (Santos et al.,
2021; Hua, 2020).

Farmacos e formas farmacéuticas podem ser degradados em qualquer regido do TGI por
meio de enzimas da saliva, suco gastrico e suco intestinal. As enzimas do estdmago e do
intestino delgado sdo essenciais na digestdo dos alimentos e no metabolismo de gorduras,
proteinas e carboidratos. Essas substancias sensibilizam determinados farmacos e formas
farmacéuticas, comprometendo a estabilidade, mas também podem ser vantajosas quando
utilizadas como estratégia para liberacéo especifica de farmacos no TGI, como sistemas pro-
farmacos que se beneficiam de enzimas colénicas como mecanismo de conversao de moléculas
inativas em moléculas farmacologicamente ativas e visando o célon (Santos et al., 2021; Hua,
2020).

Assim como as enzimas, 0 microbioma do TGI também atua no processo de digestdo
das gorduras, proteinas e carboidratos. E um ambiente com cerca de 500 espécies bacterianas
diferentes que residem principalmente no colon, em uma densidade de 10'* UFC/mL de
conteddo colénico. O efeito deste microbioma na absorcao de farmacos e formas farmacéuticas
ndo foi totalmente elucidado, mas novos estudos destacam que a alta atividade enzimatica
bacteriana no célon pode ser utilizada como estratégia para a liberagdo coldnica de farmacos
incorporados em sistemas baseados em substancias naturais, como polissacarideos (goma guar,
amido, pectina etc.). Estes sistemas sdo vantajosos por terem a capacidade de se degradarem

exclusivamente na presenca de bactérias anaerobicas no célon (Santos et al., 2021; Hua, 2020).
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2.3.  Nanosistemas para libera¢ao de farmacos

2.3.1. Nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMs)

As nanoparticulas inorganicas projetadas para sistemas de liberagdo de fArmacos podem
variar em composi¢do quimica, forma e estrutura, e podem transportar moléculas bioativas de
duas maneiras: através de ancoragem superficial ou imobiliza¢do no interior quando possuem
poros estruturais. Um exemplo notavel sdo as nanoparticulas de silica mesoporosa (NSMs), que
se destacam por sua alta capacidade de carga e versatilidade na liberagdo de diversos tipos de
farmacos, desde pequenas moléculas até¢ grandes macromoléculas (IRANPOUR et al., 2021;
MOLLER; BEIN, 2017; MORITZ; GESZKE-MORITZ, 2022; THANANUKUL et al., 2021;
VALLET-REGI et al., 2018).

NSMs geralmente sdo produzidos por meio de modificagdes do método sol-gel, o que
proporciona um controle preciso sobre suas caracteristicas quimicas, fisicas e estruturais. O
processo comega com a reagao de hidrolise acida ou basica de um precursor de fonte de silica,
que ocorre em torno de moldes estruturais formados por tensoativos ou moléculas poliméricas.
Por fim, ¢ necessario remover o molde para obtengdo de uma estrutura porosa (JABARIYAN;
ZANJANCHI, 2012; KAASALAINEN et al., 2017; MEHMOOD et al., 2019).

O estudo pioneiro que desenvolveu e avaliou a silica mesoporosa em escala nanométrica
como sistema de liberagdo de farmacos foi publicado em 2001, quando o farmaco ibuprofeno
foi carregado na silica MCM-41, resultando em efeitos de liberacdo prolongada. Desde entdo,
farmacos anti-inflamatorios, antibidticos, antitumorais, € acidos nucléicos foram carregados em
silica mesoporosa e tiveram seus perfis de liberacdo investigados sob diversas condi¢des
(AMIRY; SAZEGAR; MAHMOUDI, 2022; HU et al.,, 2016; IRANPOUR et al., 2021;
KUANG et al., 2021; MANZANO; VALLET-REGI, 2010; POPOVA et al., 2014, 2018;
REHMAN et al., 2016; RIBEIRO et al., 2022; SLOWING et al., 2008; SON; LEE, 2021;
TRENDAFILOVA et al., 2016; WATERMANN; BRIEGER, 2017). A capacidade de controlar
o tamanho, a forma, o volume dos poros e a quimica da superficie dos NSMs oferece a
oportunidade de adaptar os materiais as necessidades de diferentes aplicacdes biomédicas.

Uma extensa rede de poros bem estruturados e com didmetros ajustaveis na sintese de
NSMs possibilita a incorporagdo de grandes quantidades de farmacos nessas matrizes. Além
disso, ¢ atrativo que esses materiais possam ser quimicamente alterados para torna-los
multifuncionais para uso tanto no diagndstico quanto no tratamento de doencas. Pesquisas

concentram-se em melhorar as propriedades de liberagdo de farmacos a partir de NSMs, com o
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objetivo de melhorar a eficiéncia terap€utica e reduzir os efeitos colaterais dos medicamentos.
Uma abordagem promissora envolve a microencapsulacdo ou revestimento da superficie da
silica mesoporosa com moléculas que podem direcionar a entrega do farmaco a tecidos
especificos ou células-alvo, aumentando a seletividade do tratamento (IRANPOUR et al., 2021;
MAMAEVA; SAHLGREN; LINDEN, 2013; MORITZ; GESZKE-MORITZ, 2022;
THANANUKUL et al., 2021; WANG et al., 2021).

2.4.  Sistemas para liberacao colon-especifica de farmacos

2.4.1. Microparticulas poliméricas

Microparticula ¢ a denominacdo dada para particulas com tamanho em escala
micrométrica, podendo classificd-las em dois grupos: microcapsulas e microesferas. As
microcapsulas sdo microparticulas as quais hé a presenga de um involucro polimérico envolto
de um ou mais nucleos as substancias sdo armazenadas, enquanto as microesferas sdo estruturas
em que as substancias estdo dispersas de forma homogénea ou heterogénea na matriz polimérica
(KALLAI-SZABO et al., 2024; LENGYEL et al., 2019).

O processo de microencapsulamento vem sendo aplicado na industria farmacéutica
como alternativa ao mascaramento de sabores e odores, reducdo do desconforto gastrico
exercido por algumas classes de farmacos, protecdo a fatores extrinsecos (ex., luz, umidade,
temperatura) e modula¢do da liberacao de farmacos (KALLAI—SZABO etal.,2024; LENGYEL
etal., 2019).

Sabe-se que a via de administracdo oral ¢ a mais utilizada devido a facilidade de
administragcdo e melhor adesdo ao tratamento pelos pacientes. Entretanto, essa via apresenta
desafios fisioldgicos como a diferenca de pH nas porgdes do TGI, presenga de microbiota e
enzimas digestivas, bem como absor¢do precoce de farmacos que se beneficiam da liberagao
colon-especifica (BONI et al., 2021).

Frente a isso, novos sistemas de liberacdo vém sendo estudados para criar estratégias a
fim de potencializar tanto a ac¢do local como sistémica, melhorando as caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas de farmacos (BONI et al., 2021).

A utilizagdo de biopolimeros como AR e pectina para modular a liberacao de farmacos
no TGI mostra-se uma alternativa favordvel visto que os compostos sdo atoxicos,
biodegradaveis e biocompativeis (MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY;
EVANGELISTA, 2014; SOARES et al., 2013). Um exemplo de estudo desenvolvido sdo os
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revestimentos contendo dupla camada, sendo a interna alcalina e a externa composta de
Phloral™, associa¢do de amido resistente e Eudragit®, sendo o tltimo um polimero pH-
dependente. O polissacarideo funciona através de um mecanismo de seguranca contra falhas
(fail-safe), possibilitando a dissolucao do revestimento ao sofrer degradacao enzimatica pelas
bactérias do célon, quando o pH adequado para a dissolugdo do Eudragit® ndo é atingido,
devido a presenca de patologias como a RU, por exemplo (VARUM et al., 2020).

A utilizagao de microparticulas poliméricas (MPs) como sistema de liberacao colon-
especifico ¢ uma alternativa interessante a ser aplicada visto que proporciona protecao
enzimatica, reducdo de absorcdo pelo TGI superior, administragdo de baixas dosagens e
liberagdo local de fArmacos no intestino grosso. Além disso, o uso de polimeros como AR e
pectina para o desenvolvimento de MPs obtém vantagem de ser material natural, biocompativel
e biodegradavel, reduzindo as chances de incompatibilidade com o organismo (Agiiero et al.,

2017; Santos et al., 2021; Kéllai-Szabd et al., 2024; Lengyel et al., 2019; Qin et al., 2020).

2.4.2. Amido resistente

O amido é caracterizado como um carboidrato composto por dois polissacarideos, a
amilose e a amilopectina. Esté presente nos tecidos vegetais, principalmente em tubérculos, em
forma de granulos e é a principal fonte de energia dos humanos e animais.

A amilose tem uma massa molar que varia entre 105 e 106 Da e um grau de
polimerizacdo em torno de 6000. Suas cadeias sdo essencialmente lineares e pouco ramificadas,
formadas por unidades de glicose ligadas por conexdes glicosidicas a-D-(1-4). Em contraste, a
amilopectina apresenta uma estrutura muito mais ramificada, sendo composta por ligacGes
glicosidicas a-D-(1,4) e a-D-(1,6), com uma massa molar entre 107 a 109 Da e um grau de
polimerizacdo de cerca de 2 milhdes (BERTOFT, 2017; ESPINOSA-SOLIS et al., 2021,
JACOBASCH et al., 2006).

Em sua forma nativa, o amido é hidrofilico e pode sofrer degradacdo enzimatica pela
acdo de enzimas pancredticas e da pepsina. Dessa forma, modificagdes em sua estrutura sdo
necessarias para promover melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas e suscetibilidade
enzimatica (GOVINDARAJU et al., 2021; SINTOV; YARIV, 2022; ULBRICH; SCHOLZ;
FLOTER, 2022).

O AR-3 pode ser produzido por meio de um tratamento hidrotérmico, que consiste em
ciclos de aquecimento e resfriamento das dispersdes. Durante a etapa de gelatinizacdo, a

amilose é liberada dos granulos de amido que estdo intumescidos, enquanto a amilopectina
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permanece predominantemente no interior desses granulos. O rompimento das estruturas
amorfas e cristalinas, facilita a interacdo e absorcdo de agua, que age como um agente
plastificante. Sob essas condicdes, a dispersdo resultante é caracterizada por estrutura mais
flexivel e predominantemente amorfa. Quando o amido gelatinizado é armazenado a
temperaturas mais baixas (4 °C), as cadeias de amilose e amilopectina podem rearranjar-se
gradualmente, formando uma estrutura cristalina mais compacta e resistente. Essa
reorganizacdo, que ocorre de forma inter e intra-molecular, é estabilizada por interacdes
supramoleculares, resultando em uma estrutura termodinamicamente mais estavel. Esse
processo promove a sinerese, levando ao aumento da viscosidade e a formagdo de um gel mais
elastico e resistente a deformacdo (ARP; CORREA; FERRERO, 2020; CHUNG; LIM; LIM,
2006; LABELLE et al., 2023; LEE; HWANG, 2023; MENEGUIN; STRINGHETTI
FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014; QIN et al., 2020).

Uma forma interesse para melhorar a obtencéo de AR é utilizando amido com alto teor
de amilose, visto que o material quando retrogradado € capaz de formar uma matriz amorfa em
gue uma formacao cristalina esta embutida, diminuindo a exposi¢do as enzimas digestivas.
Atualmente, o AR vem sendo alvo de estudos devido suas caracteristicas funcionais e alto
potencial de aplicabilidade tecnoldgica em produtos alimentares e farmacéuticos (BERTOFT,
2017; ESPINOSA-SOLIS et al., 2021; LABELLE et al., 2023; LEE; HWANG, 2023).

2.4.3. Pectina

A pectina (P) ¢ um polissacarideo que exerce papel fundamental na estrutura das paredes
celulares dos vegetais, composta majoritariamente de homogalacturonano (MOHNEN, 2008).

A pectina tem a capacidade de agregar-se em ambientes 4cidos, dissolver-se em pH
neutro a alcalino e mostrar-se resistente em presenca de proteases e amilases. Além disso, outra
caracteristica do polissacarideo ¢ a sua degradacdo ocasionada pelas bactérias do intestino
grosso. Entretanto, a pectina pode apresentar elevada solubilidade em meio aquoso,
caracteristica desfavoravel em relagdo a liberagao de farmacos (MENEGUIN; STRINGHETTI
FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014; SOARES et al., 2013).

Por apresentar propriedades gelificantes e estabilizantes, a pectina ¢ utilizada em
diversos setores industriais, tal como o farmacéutico. A biodegradabilidade do polimero
possibilita sua aplicagdo em materiais para implantacdo biomédica e transporte de farmacos

(MOHNEN, 2008).
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Devido a sua resisténcia enzimatica e degradacdo bacteriana, o polissacarideo vem
sendo objeto de estudo para sintese de materiais com liberacdo coldn-especifica tanto como
revestimento quanto formando matriz polimérica (MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA
CURY; EVANGELISTA, 2014; SOARES et al., 2013).
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral

Desenvolver sistemas hibridos organico-inorganicos inteligentes baseados na
microencapsulagdo com AR/P de NSMs incorporadas com SASA, visando aprimorar a agao

farmacoldgica do SASA, através de sua prote¢ao, liberacdo especifica

3.2. Objetivos especificos

° Sintetizar e caracterizar as NSMs;
. Incorporar o farmaco SASA nas NSMs (NSMs@5ASA);
o Microencapsular as NSMs@5ASA;

. Realizar a caracterizagao fisico-quimica dos sistemas;
o Avaliar as propriedades de mucoadesdo dos sistemas;
o Avaliar a seguranca dos sistemas frente a linhagem celular Caco-2;

o Determinar o perfil de liberacdo do SASA in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Principais equipamentos

Agitador magnético com aquecimento (Quimis);

Balanga semi-analitica (Shimadzu, modelo AW220);

Banho ultrassonico — Ultrassonic Cleaner (Unique);

Espectrofotometro de Ultravioleta/Visivel Cary 60 (Agilent);

pHmetro (Gehaka®, Brasil);

Zetasizer Nano NS (Malvern Panalytical);

NanoSight NS300 (Malvern Panalytical);

Espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier IR-PRESTIGE-21

(Shimadzu);

Analisador termogravimétrico TGA 4000 (Perkin Elmer);

Analisador de calorimetria exploratério diferencial DSC 4000 (Perkin Elmer);
Microscopio eletronico de transmissao (Philips, modelo CM200);

Microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-7500F.

Ultracentrifuga (Hitachi);

Incubadora Shaker (Condor)

Analisador Universal de Textura (TA-XT2 Texture Analyser - Stable Micro Systems)

4.2. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para quantificagdo de SASA por

espectrofotometria na regido do UV-Vis

4.2.1.Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel

A validagdo por espectrofotometria na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foi

realizada com o intuito de quantificar o SASA nos sistemas desenvolvidos. Os parametros

avaliados foram linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do (LD) e limite de

quantificagdo (LQ) e especificidade conforme preconizados pela ICH (Requisitos Técnicos
para Registro de Medicamentos para Uso Humano) — Q2 (R1) (ICH EXPERT WORKING
GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).
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4.2.2.Validacao do método analitico

4.2.2.1. Determinag¢do do espectro de absor¢do do 5ASA na regidao do UV-Vis

A fim de verificar o comprimento de onda no qual o fArmaco apresenta seu pico de
méxima absor¢io em meio acido (HCI, 0,1 M), solucdes de SASA a 45 pg.mL™' foram
submetidas a varredura na regido entre 200 e 800 nm, em espectrofotometro UV-Vis Cary 60

(Agilent) (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).

4.2.2.2. Linearidade

A linearidade foi determinada através da obtengdo de trés curvas analiticas do SASA, e
a partir da solucdo estoque (100 pg.mL™), foram preparadas diluicdes com concentracdes
variando de 10 a 55 pg.mL"! (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005; MALEQUE et al.,
2012).

4.2.2.3. Precisdo

A repetibilidade ou precisao intracorrida foi avaliada a partir de trés dilui¢des da solugao
estoque de SASA, nas concentragdes 12, 30 e 50 pg.mL!, correspondentes as concentragdes
baixa, média e alta do intervalo linear da curva analitica. As leituras foram realizadas no mesmo
dia, sob condi¢des experimentais idénticas, e os valores do desvio padrao relativo (DPR%)
foram calculados. Para a precisdo intermedidria ou intercorrida, foi analisada em dia diferente,
por um segundo analista utilizando as mesmas condi¢des experimentais (ICH EXPERT

WORKING GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).

4.2.2.4. Exatiddao

A exatiddo foi avaliada através de trés diferentes concentragdes (12, 30 e 50 pg.mL).

A exatidao foi calculada por meio da equagao 1:

Exatidao % = (C/ Co) * 100 (Equagao 1)
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Em que C ¢ a concentragdo média determinada experimentalmente, e Co ¢ a
concentragdo tedrica correspondente (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005; MALEQUE
etal., 2012).

4.2.2.5. Limite de detec¢do e quantificagcdo

O limite de detecgao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram determinados a partir

de trés curvas analiticas construidas e calculados utilizando as equagdes 2 e 3:

LD = (DPa * 3) / IC (Equagao 2)
LQ = (DPa * 10) / IC (Equacao 3)

Em que, DPa ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC ¢ a inclinagdo da curva

de calibra¢dao (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).

4.2.2.6. Especificidade

O teste de especificidade foi realizado comparando os espectros para granulos de
placebo e SASA. Em segundo lugar, a especificidade foi determinada submetendo o solucao de
amostra para degradagdo acelerada por calor (60 °C) por 72 horas para verificar que nenhum
dos produtos de degradacgdo interferiu na quantificacdo do farmaco (ICH EXPERT WORKING
GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).

4.3. Sintese de Nanoparticulas de Silica Mesoporosas (NSMs)

NSMs esféricas com diametro de poros e particulas ajustaveis foram preparadas pela
metodologia de microemulsdo direta (dgua/6leo). Resumidamente, 0,605 g de brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) foi dissolvido em agua ultrapura (180 mL) a 60 °C sob agitagdo
(30 minutos) em atmosfera de N>. Depois disso, o octano (55,8 mL), estireno (105 pL), lisina
(0,138 g), tetraetilortosilicato (TEOS, 6,42 mL) e dihidrocloreto de 2,2°- Azobis (AIBA, 0,202
g) foram subsequentemente adicionados a soluc¢do aquosa. O estireno foi pré-lavado com uma
solugdo de NaOH (2,5 M). A reagdo foi mantida sob agitacdo a 60 °C em atmosfera de N por
3 horas. Em seguida, a suspensao foi decantada e purificada por centrifuga¢do a uma taxa de

15.000 rpm por 15 minutos. As nanoparticulas centrifugadas foram lavadas com agua ultrapura
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e etanol (LUNGARE; HALLAM; BADHAN, 2016; MATURI et al., 2019; NANDIYANTO et
al., 2009; SABIO et al., 2020a, 2020b).

4.3.1. Remocao do brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB)

Ap6s a sintese das NSMs, o molde organico (CTAB e poliestireno) foi removido dos
poros das nanoparticulas por um procedimento de ultrassom. Utilizou-se um banho-ultrassom
com frequéncia 28 KHz, com a amostra em etanol absoluto a 40 °C por trés etapas consecutivas
de 15 minutos para interromper a agregacdo micelar das moléculas de surfactante que
preencheram os poros NSMs (JABARIYAN; ZANJANCHI, 2012).

Ao final do procedimento, as NSMs foram mantidas em dessecador e colocadas sob

vacuo durante 24 horas.

4.4.  Preparo da NSMs carregadas com SASA (NSMs@5ASA)

A incorporacdo do SASA nas NSMs foi realizada pela solubilizacdo do farmaco em HCl
0,1 M/agua destilada com posterior adi¢do das NSMs sob agitagdo a temperatura ambiente
durante 24 horas. Apos a incorporagdao, as NSMs@5SASA foram recuperadas via
ultracentrifugacdo e lavadas com agua destilada, de acordo com metodologia descrita por
Maturi et al (MATURI et al., 2019). Trés propor¢des de SASA:NSMs foram avaliadas no
processo de incorporagdo: 0,25:1, 1:1 e 1:2. Posteriormente, o material obtido foi seco sob
vacuo a temperatura ambiente (CARVALHO; MARENA; SABIO, 2023; MAJUMDAR, 2023;
RIBEIRO et al., 2022).

4.5.  Caracterizagao fisico-quimica das NSMs e NSMs@5ASA

4.5.1. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As vibracdes caracteristicas das ligagcdes correspondentes a estrutura das NSMs e
NSMs@5ASA foram avaliadas por espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho (FTIR). Os espectros dos sistemas foram obtidos utilizando o espectrometro
FTIR IR-PRESTIGE-21 (Shimadzu®) sob as seguintes condigdes: porcentagem de

transmitancia (%T) com um acimulo de 64 varreduras, resolucdo de 1 cm™ e faixa espectral de
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andlise de 400 a 4000 cm™ pela técnica de transmissio em pastilha de KBr (LUNGARE;
HALLAM; BADHAN, 2016; SABIO et al., 2020b).

4.5.2. Analise termogravimétrica

A andlise foi realizada usando um sistema TGA 4000 (Perkin Elmer) em uma faixa de
temperatura de 25 a 800 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de ar
dinamica (fluxo taxa = 100 mL/min) (LUNGARE; HALLAM; BADHAN, 2016; SABIO et al.,
2020b).

4.5.3. Calorimetria exploratoéria diferencial

A analise foi realizada usando um sistema DSC 4000 (Perkin Elmer) em uma faixa de
temperatura de 20 a 400 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de ar
dinamica (fluxo taxa = 100 mL/min) (LUNGARE; HALLAM; BADHAN, 2016; SABIO et al.,
2020b).

4.5.4. Eficiéncia de encapsulacio das nanoparticulas

Apos a formagdao das NSMS@S5ASA, uma aliquota da formulagdo foi centrifugada a
12.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi analisada por meio do método
espectrofotométrico validado neste estudo (TANG et al., 2017).

Para a determinagdo da porcentagem de SASA incorporada, foi aplicada a equagao 4:

massa de 5ASA adicionada — massa de 5ASA livre no sobrenadante
EE% = — * 100
massa de 5ASA adicionada

(Equacao 4)

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

O didmetro hidrodindmico dos nanossistemas (NSMs e NSMs@5ASA) e o indice de
polidispersao (PDI) foram determinados pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS).
O método de mobilidade eletroforética foi usado para medir o potencial zeta. O equipamento

utilizado foi o Zetasizer (Malvern Instruments) com angulo de deteccdo de 173°. Os
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nanossistemas foram diluidos 1000 vezes em agua ultrapura e analisados a 25 °C em triplicata

(LUNGARE; HALLAM; BADHAN, 2016; SABIO et al., 2020b).

4.5.6. Analise de rastreamento de nanoparticulas

O didmetro hidrodindmico dos nanossistemas também foi determinado por anélise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA). O equipamento utilizado foi o Nano-Sight NS300
(Malvern Instruments) equipado com um laser de diodo de 532 nm (verde). Os nanossistemas
foram diluidos 1000 vezes em agua ultrapura (n = 3) e injetados com seringas estéreis na camara

de amostra (RIBEIRO et al., 2022).

4.5.7. Microscopia eletronica de transmissao de alta resolucao

As medidas foram realizadas utilizando o microscdpio eletronico de transmissao JEOL
JEM-2100 operando a 200 kV, disponivel no LME IQSC-USP (Sao Carlos, Brasil). Os
nanossistemas foram dispersos em solucdo de etanol e 3 pL foram despejados nas grades de
cobre. As grades foram secas a temperatura ambiente e submetidas a analise (LUNGARE;

HALLAM; BADHAN, 2016; SABIO et al., 2020b).

4.5.8. Estudo in vitro de interacio entre mucina e NSMs@SASA

A fim de avaliar a capacidade mucoadesiva das NSMs e NSMs@5ASA, a interagdo entre
a mucina e as nanoparticulas foi determinada a partir da andlise do potencial zeta. Solugdes de
mucina em diferentes concentracdes (150, 250 e 500 pg/mL) foram preparadas em meio
gastrico simulado (HCI pH 1,2) e meio coldnico simulado (tampao fosfato pH 6,8). Em seguida,
as nanoparticulas foram adicionadas a solugdes de mucina, e as amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C durante 1 hora. O potencial zeta das amostras foi
determinado usando o equipamento Zetasizer Nano, e os resultados comparados com os valores

de potencial zeta sem adi¢do de mucina. As andlises foram realizadas em triplicata (n=3).

4.5.9. Ensaio de viabilidade celular em monocamadas de células Caco-2

A atividade do SASA livre e incorporado as nanoparticulas foi avaliada utilizando-se

como substancia indicadora o cloridrato de resazurina (Sigma-Aldrich). As células de
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adenocarcinoma de célon humano (Caco-2) foram semeadas em microplacas de 96 pogos
obtendo uma concentracdo celular de 1,5 x 10* células/pogo, e incubadas sob as condi¢des
padronizadas de cultivo (5% de CO2 a 37°C e 95% de umidade), durante 24 horas para permitir
a aderéncia celular. Como controle positivo foram utilizadas as células tratadas com DMSO
(30%, v/v) e para controle negativo as células sem qualquer tipo de tratamento. Novamente as
células foram incubadas por 4 horas e ap6s esse periodo, o meio de cultura foi removido. Em
seguida, foram adicionados 50 pL de cloridrato de resazurina 0,01% (m/v) e as placas foram
novamente incubadas por 2 horas. As leituras da fluorescéncia foram realizadas em um leitor
de placas (Synergy, Biotek) nos comprimentos de excitagdo ¢ emissdo de 540 ¢ 590 nm,
respectivamente. Os dados foram adquiridos em quadruplicado e expressos em média e desvio
padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA two-way seguida de pos-

teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism.

4.6.  Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPs)

4.6.1. Retrogradacio do amido em associacio com pectina

O amido foi retrogradado de acordo com a metodologia proposta por Meneguin et al.
(MENEGUIN et al., 2017, 2021; MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY;
EVANGELISTA, 2014) com pequenas modificacdes. A alta amilose (AA, National Starch)
foi dispersa em 4gua destilada na concentra¢do de 5% (m/v) sob agitagdo magnética por 30
minutos. Em seguida, a dispersao de AA foi autoclavada para gelatinizagdo a 121 °C por 120
minutos. A dispersdo de AA gelatinizada foi resfriada a 30 °C e misturada com pectina (5%,
m/v) na proporcao de 1:4. Para o processo de retrogradagdo, as dispersdes foram submetidas a
ciclos térmicos alternados de 4 °C e 30 °C por 16 dias, 2 dias em cada temperatura. As
dispersdes de amido em agua, amido gelatinizado e retrogradado foram avaliadas por
microscopia Optica em microscopio Leica MZ APO® (MENEGUIN et al., 2017, 2021;
MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014).

4.6.2. Obtencao das MPs pela técnica de reticulacio ionica
Com auxilio de seringa e agulha sem bisel 23G 1" (0,6 x 25 mm) gotejou-se a dispersao

de amido retrogradado com pectina (AR/P, item 4.6.1) sobre a solucdo de cloreto de calcio

(5%, m/v), previamente resfriada em banho de gelo (4 °C). As MPs formadas foram mantidas
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sob agita¢do por 30 minutos, a fim de completar a reagdo de reticulagdo. Ao final do processo,
as particulas foram separadas por filtragdo, lavadas com dgua purificada, secas em estufa com

circulacao for¢ada de ar por 24 horas e armazenadas em dessecador (BONI et al., 2021).
4.6.3. Preparacio de microparticulas AR/P carregadas com NSMs@SASA

Foi realizada a incorporagdo direta de NSMs@5ASA (0,5% e 1,0%, m/v) secas na
dispersdao de AR/P (nomeados como AR/P_ NSMs@5ASA0,5% e AR/P_ NSMs@5ASA1%,
respectivamente). Os conjuntos foram mantidos sob agitacdo magnética por 30 minutos antes

do procedimento de reticulagdo idnica descrito no item 4.6.2 (BONI et al., 2021).
4.6.4. Eficiéncia de encapsulacido (EE%) das microparticulas poliméricas

A determinacdo de EE% foi realizada pela dispersao de 30 mg das microparticulas
polimericas em 3 mL de tampdo fosfato (pH 6,8). As MPs foram mantidas sob agitacdao
magnética por 48 horas e depois centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
filtrado em membranas de nylon de 0,45 um antes da quantificacdo no método validado descrito
no item 3.2 (MENEGUIN et al., 2021). Uma nova curva analitica no novo meio (pH 6,8) foi
validada.

A EE% de cada amostra foram avaliadas em triplicata usando a equagao 5:

Massa de SASA quantificada ~
EE% = * 100 (Equagao 5
0 Massa de 5ASA teorica ( quag )

4.7.  Caracterizagdo das microparticulas poliméricas (MPs)

4.7.1. Avaliacido do diametro, valor de span e circularidade

O tamanho e forma das MPs foram avaliados em estereoscopio Leica MZ APO®. As
amostras foram dispostas em vidro de reldgio e as imagens captadas por camera digital. A
circularidade e o didmetro do circulo equivalente de 100 particulas de cada formulacao foram
avaliados a partir da digitalizacdo das imagens no computador, utilizando o software analisador

de imagem Image] (BONI et al., 2021).
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Para uma andlise quantitativa da distribuicdo granulométrica, determinou-se valor de

Span, a partir da equagdo 6:

D90 - D10 ~
SPAN = — D30 (Equacao 6)

Em que D90, D10 e D50 representam os didmetros (um) determinados para os percentis

90, 10 e 50, respectivamente.
4.7.2. Estudo da superficie das MPs

Microparticulas intactas foram analisadas por microscopia eletronica de varredura de
alta resolucdo (MEV-FEG), em equipamento JEOL JSM-7500F. As amostras foram fixadas
com fita de carbono dupla face e revestidas com material condutor (carbono). Fotomicrografias
foram obtidas em diversos aumentos, de acordo com a melhor visualizagdo das estruturas

externas (BONI et al., 2021).

4.7.3. Avaliacdo da degradacio enzimatica das MPs em meios gastrico e entérico

simulados

A digestdo enzimatica foi avaliada por gravimetria. Para isso, uma massa precisamente
pesada de particulas foi incubada por 2 horas em solucao de HCI (0,1N) + NaCl (0,9%) de pH
final 1,2, contendo a enzima pepsina (0,3 mg.mL™") ou por 4 horas em tampdo fosfato (pH 6,8)
contendo a enzima pancreatina (3,2 mg.mL™"). Para a anélise gravimétrica, apds o periodo de
incubacdo, as amostras foram cuidadosamente retiradas dos cestos e secas em temperatura

ambiente até peso constante (BONI et al., 2021).
4.7.4. Avaliacido da capacidade de absorcao de liquidos

A capacidade de absor¢ao de liquidos dependente do pH foi determinada de acordo com
a literatura (YIPEL et al., 2022). As microparticulas poliméricas de AR/P (100 mg cada) foram
testadas em diferentes solucdes (pH: 1,2 e 6,8). Apds, respectivamente, 5, 10, 15, 30, 60 e 90,

minutos, os materiais foram removidos das solugdes e o excesso de dgua removido



46

cuidadosamente com auxilio de papel toalha. As amostras foram pesadas e o grau de

intumescimento (GI) calculado como percentual (%) de acordo com a equagao 7.

 WEWi0
Gl =70

* 100 (Equacao 7)

Wt: peso medido em intervalos de tempo especificados, Wt0: refere-se ao peso inicial.

4.7.5. Avaliacao da mucoadesividade in vitro em texturometro

A for¢ca mucoadesiva das microparticulas carregadas com NSMs@5ASA foi medida
usando o Analisador Universal de Textura (TA-XT2 Texture Analyser - Stable Micro Systems)
no modo de analise compressdo. Discos de mucina suina tipo II, previamente hidratados com
HCI (pH 1,2) ou tampao fosfato (pH 6,8), foram usados para simular o substrato bioldgico. Os
discos de mucina foram fixados na mesa do analisador, € as amostras secas foram fixadas na
sonda cilindrica de 10 mm de didmetro com fita dupla face (3M™). A sonda, contendo a
amostra, foi movida perpendicularmente em direcdo ao disco a uma velocidade constante de 1
mm/s, permanecendo em contato por 30 s. Em seguida, a sonda foi retirada a uma velocidade
constante de 2 mm/s até a separacao completa das duas superficies. A partir do software Texture

Exponent Lite, determinou-se a forca maxima de mucoadesao (FMax).

4.7.6. Determinacio do perfil de liberacio in vitro do SASA

A cinética de liberagao in vitro do SASA presente nas microparticulas poliméricas (MPs
AR/P) carregadas com NSMs@5SASA foi realizada em incubadora shaker, utilizando
membrana de diélise (peso molecular de 14000 Da) sob condig¢des sink em meios com diferentes
pH. Foi realizado um estudo comparativo da liberagdo do farmaco in vitro com diferentes
formulacdes: microparticulas de AR/P contendo as NSMs@5SASA, somente as NSMs@5ASA,
além do farmaco livre. Foram utilizados diferentes meios, visando mimetizar as variagdes de
pH que ocorre ao longo do TGI: meio géstrico simulado (HCI pH 1,2) durante 1 hora, meio
intestinal simulado (tampao fosfato pH 7,4) durante 1 hora e meio colonico simulado (tampao
fosfato pH 6,8) durante 5 horas. O sistema foi mantido sob agitagdo de 50 rpm a 37 £ 1 ° C.
Aliquotas (2 mL) foram retiradas nos tempos pré-determinados (com reposi¢dao imediata do
meio & mesma temperatura) e filtradas em uma membrana de 0,45 pm. As concentragdes de

S5ASA foram determinadas por espectroscopia UV-Vis a partir das curvas de calibracdo
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previamente construidas para pH 1,2, 7,4 € 6,8, em 300, 330 ou 331 nm, respectivamente. Todas

as analises foram realizadas em triplicata.

4.7.7. Modelagem matematica da liberacao in vitro da SASA

A modelagem matematica dos dados do ensaio de liberagdo do farmaco foi realizada
utilizando o DDsolver para o Microsoft® Excel. Os dados foram tratados com diferentes
modelos matematicos (Baker-Londsdale, Primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
Weibull e Hixson-Crowell) para avaliacdo de qual melhor representa o mecanismo envolvido

no processo de liberagdo do farmaco.
4.8.  Analise estatistica
As diferengas significativas entre os valores obtidos foram avaliadas por analise de

varidncia (ANOVA), seguida por comparagdes multiplas pelo método de Tukey e foi

considerado como estatisticamente significativo o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Desenvolvimento e validagao de metodologia analitica para quantificagdo de SASA por

espectrofotometria na regido do UV-Vis

Os parametros avaliados (linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccao (LD) e
limite de quantificagdo (LQ) e especificidade) atenderam os critérios exigidos conforme
preconizados pela ICH (Requisitos Técnicos para Registro de Medicamentos para Uso
Humano) — Q2 (R1) (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005; MALEQUE et al., 2012).

Os resultados foram apresentados no APENDICE A.

5.2. Caracterizagdo de NSMs sem farmaco e NSMs carregadas com SASA

5.2.1.Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e eficiéncia

de encapsulacio (EE%)

Inicialmente, foram avaliadas as nanoparticulas antes (NSMs-CTAB) e ap6s (NSMs) a
remoc¢do do CTAB. Por medidas de FTIR, foi possivel observar nos espectros de ambas as
amostras NSMs e NSMs-CTAB (Figura 3) bandas correspondentes ao alongamento axial
simétrico e assimétrico de Si-O-Si em 800 e 1085 cm™' respectivamente, caracteristica da matriz
de silica. Adicionalmente, observa-se uma banda atribuida a um Si-OH axial estendendo-se em
torno de 960 cm!, caracteristica dos silandis disponiveis na superficie e nos poros das
nanoparticulas. Uma banda larga em torno de 3400 cm™ foi detectada e atribuida a um
alongamento da ligagdo O-H das moléculas de 4gua. Finalmente, uma banda correspondente a
deformacdo angular simétrica no plano da ligagio O-H foi observada em 1630 cm™, que
também foi atribuida aos grupos silanol disponiveis na superficie e nos poros das nanoparticulas
(CARVALHO et al., 2022; MATURI et al., 2019; POPOVA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2022;
TRENDAFILOVA et al., 2016).

Além disso, no espectro correspondente as NSMs-CTAB, também podem ser
observadas bandas indicativas de residuo de matéria organica (entre 1400 — 1500 cm™ e 2750 —
3000 cm™), referentes ao CTAB (CARVALHO et al., 2022; MATURI et al., 2019; POPOVA
et al., 2018; RIBEIRO et al., 2022; TRENDAFILOVA et al., 2016), bandas que nio sao
visualizadas no especto das NSMs, indicando que o método proposto para a remog¢ao do molde

organico foi eficiente.
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Figura 3 - Espectros de infravermelho de NSMs e NSMs-CTAB diluidos em pellet KBr.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma vez caracterizado, passou-se para a etapa de incorporacdo, conforme pode ser
observado na Tabela 1. A alta eficiéncia de encapsulagdo do farmaco ¢ um atributo critico do
sistema desenvolvido e a selecdo da plataforma e técnica de obtengdo sdo importantes para
alcancar estes valores. Neste trabalho, a obtengdo NSMs resultou em uma elevada porcentagem
de encapsulacdo de SASA, com valores variando de 85,52 a 93,19%. A NSMs com propor¢ao
de 1:1 apresentou resultados superiores as demais proporg¢des testadas (p < 0,05), sendo assim

o escolhido para a continuagdo do trabalho (denominado NSMs@5ASA) .

Tabela 1 - Porcentagem de EE de SASA nas NSMs.

Amostra (Proporc¢ao) EE (%) £ DP
NSMs (0,25:1) 90,65 + 0,007
NSMs (1:1) 93,19 +£0,0014
NSMs (1:2) 85,82 +0,0014

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 4 mostra o espectro de SASA livre. As bandas caracteristicas dos espectros
de SASA ja foram descritas por Dumitru e colaboradores (2022) (DUMITRU et al., 2022), e
corresponderam a: 3445 cm™! (sobreposi¢do mutua de alongamento VNH e vOH), 1650 cm™
(alongamento C = 0), 1620 cm™ (NH), 1356 cm™ (C— N estiramento), 2.000 — 3.000 cm™
(vibragdes de estiramento das ligacdes de hidrogénio). No espectro NSMs@SASA (Figura 5),
além das bandas caracteristicas das NSMs, ¢é possivel observar, principalmente, um
estreitamento na banda entre 3400 — 3500 cm™ e na banda em 1066 cm™, sugerindo uma
interacao entre os grupos da matriz de silica e os grupos de SASA, atribuida as ligagdes de
hidrogénio (DUMITRU et al., 2022).

Em outros estudos, o SASA foi encapsulado com sucesso em NSMs apresentando
valores de EE de 73 a 85% (concentracdes de 0,1 a 0,2% m/v) (AMIRY; SAZEGAR;
MAHMOUDI, 2022). As NSMs sdo bem conhecidas por sua grande area superficial, o que
permite o encapsulamento de altas concentracdes de farmacos (AMIRY; SAZEGAR;
MAHMOUDI, 2022; RIBEIRO et al., 2022).

Figura 4 - Espectros infravermelhos de SASA livre diluido em pellet KBr
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Figura 5 - Espectros infravermelhos de NSMs e NSMs@5ASA diluidos em pellet KBr
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Fonte: Elaborada pelo autor.
5.2.2. Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A Figura 6 exibe os perfis de TGA para o SASA com dois eventos principais: um pico
endotérmico em 294 °C atribuido a fusdo do fairmaco, com aproximadamente 80% de perda de
massa, € um segundo pico endotérmico proximo de 600 °C, representando a decomposi¢ao
térmica completa do SASA. A essa temperatura, a estrutura do composto ¢ quebrada,
possivelmente resultando em carbonizacdo ou oxidagdo dos residuos de decomposi¢do
(NASSAR et al., 2014). As curvas de TGA das NSMs sdo apresentadas na Figura 7,
demonstrando dois eventos de perda de massa. A primeira atribuida a perda de 4gua da
temperatura ambiente até¢ 100 °C (~8 % de perda de massa) e a ultima de 200 a 650 °C
corresponde a desidroxilagdo da matriz (~10 % de perda de massa) (MATURI et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2022). As curvas TGA das NSMs@S5ASA (Figura 8) também apresentam um
evento endotérmico correspondente a perda de dgua da temperatura ambiente até 100 °C;
entretanto, ndo evidencia nenhum evento térmico correspondente ao SASA.

Além das curvas TGA, na condi¢do de incorporacao considerada ideal, foi realizada a

curva DSC (Figura 9). A técnica DSC ¢ um dos métodos mais convenientes para investigar a
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compatibilidade entre o nanossistema e farmaco, portanto foi utilizada para investigar a
compatibilidade termodindmica entre SASA e NSMs. E possivel observar que as curvas
referentes as NSMs e NSMs@S5ASA apresentam um primeiro evento endotérmico (em 80 °C),
atribuido a perda de agua ou solventes adsorvidos nas amostras (MATURI et al., 2019). O
5ASA apresentou um pico endotérmico acentuado a 294 °C que corresponde ao seu ponto de
fusdo, indicando sua natureza cristalina. A incorporag¢do do farmaco no nanossistema resultou
no desaparecimento de tal pico de fusdo completamente. O desaparecimento do pico
endotérmico do farmaco nas nanoparticulas sugere que o SASA pode estar incorporado nos
mesoporos em um estado amorfo, indicando uma compatibilidade termodinamica entre o SASA
e as NSMs (DUMITRU et al., 2022; HU et al., 2012; POPOVA et al., 2014; TRENDAFILOVA
et al., 2016). Além disso, o desaparecimento dos picos de DSC caracteristicos dos pontos de
fusdo de outros farmacos, como cetoprofeno (ABD-ELRAHMAN et al., 2016), curcumina
(RIBEIRO et al., 2022) foram relatados para varias silicas mesoporosas e sugeriram tanto o
encapsulamento bem-sucedido de moléculas de farmacos quanto suas moléculas amorfas ou

natureza semicristalina no interior dos mesoporos.

Figura 6 — Curva de TGA da mesalazina pura (SASA)
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Figura 7 - Curva de TGA das nanoparticulas de silica mesoporosas (NSMs)
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Figura 8 - Curva de TGA das nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com SASA

Perda de massa (%)

100

(NSMs@5ASA)

-5 0.5
0,0

-0,5

300 400 500
Temperatura (°C)

Fonte: Elaborada pelo autor.

600

700

Deriv. massa (%/°C)

54



55

Figura 9 — Curvas de DSC de SASA, NSMs e NSMs@5ASA
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5.2.3. Diametro de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

O diametro médio das NSMs@S5ASA, mensurado pela técnica de DLS, foi de 109 nm
(Tabela 2). Comparando-se com a analise das NSMs sem adi¢do do farmaco, ndo expressou
diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

O indice de polidispersidade (PDI) representa a distribui¢do do tamanho das particulas.
O PDI das amostras manteve-se em torno de 0,29. Valores abaixo de 0,5 indicam uma
distribuicao de tamanho homogénea e valores maiores que 0,5 indicam uma distribui¢do de
tamanho heterogénea (RIBEIRO et al., 2022). A adi¢do de farmaco influenciou de forma
significativa o potencial zeta das NSMs (p < 0,05), o qual permaneceu negativo, com valor de
-25 mV para as NSM@S5ASA, sendo considerados nanossistemas relativamente estaveis
eletrostaticamente. Este fenomeno pode ser atribuido a interacdo entre a mesalazina e a
superficie das NPs, onde o farmaco pode estar se adsorvendo fisicamente ou quimicamente a

superficie da silica mesoporosa, neutralizando parcialmente as cargas negativas.
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Tabela 2 - Didmetro, indice de polidispersao, potencial zeta e moda das NSMs e NSMs@5ASA

DLS NTA
Amostras Diémetro de indice de Diametro de
particula (nm) ~ Potencial Zeta  , . .. spersio + | Particula (nm) Moda +
+DP (mV) £ DP DP + DP DP
NSM 109,7+1,40 -29,37+1,55 0,2973+0,009 142,2+1,5 110+3.8
NSMs@5ASA 109+4,80 -25+0,781 0,2177+0,003 148,149,4 105,4+24,1

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao se analisar os resultados obtidos por NTA, observou-se uma diferenca em relagao
aos valores obtidos por meio da técnica de espalhamento de luz dinamico (Tabela 2).

As técnicas de NTA e DLS sdo complementares para a andlise do tamanho de
nanoparticulas em dispersdo, mas apresentam diferencas metodologicas que explicam as
variagdes nos resultados obtidos. No NTA, o didmetro médio das NSMs e das NSMs@5ASA
foram de 142,2 nm e 148,1 nm, respectivamente, com modas de 110 nm e 105,4 nm,
respectivamente. O NTA mede individualmente cada nanoparticula, utilizando o espalhamento
de luz e o movimento browniano para calcular o tamanho com base na equacdo de Stokes—
Einstein, proporcionando uma distribuicao detalhada do tamanho das particulas. Em contraste,
o DLS mede a flutuacdo da intensidade do espalhamento de luz por muitas particulas,
fornecendo um tamanho hidrodindmico médio que tende a ser menor devido a maior
sensibilidade a particulas pequenas e agregados. A diferenca de 30 a 40 nm nos didmetros
médios entre NTA e DLS pode ser atribuida a maior resolu¢do e capacidade da NTA de
diferenciar particulas individuais e pequenas variagdes na dispersdo. No entanto, a proximidade
dos valores de moda entre as duas técnicas indica uma consisténcia nos tamanhos mais
frequentes das particulas, destacando a complementaridade dos métodos para uma

caracterizagdo mais robusta das nanoparticulas (HOU et al., 2018; JAMES; DRISKELL, 2013).

5.2.4. Microscopia eletronica de transmissio de alta resolucio

A microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo foi realizada para confirmar

o tamanho de particula dos NSMs, bem como para avaliar sua estrutura mesoporosa. A Figura

10 exibe imagens dos NSMs e NSMs@S5ASA (Figura 10A,B, respectivamente).
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Nanoparticulas esféricas com uma distribuicdo aleatoria de mesoporos na faixa nanométrica
foram observadas. Segundo a microscopia, os nanossistemas apresentaram diametro médio de
particula de aproximadamente 112 nm, corroborando os resultados encontrados em DLS e
NTA. Nenhuma alteragao na forma, diametro da particula e estrutura mesoporosa foi observada
apos o carregamento de SASA (POPOVA et al., 2018; SABIO et al., 2016; SHAWKY et al.,
2016).

Figura 10 - Imagens de Microscopia eletronica de transmissao de alta resolugdo das NSM (A) e

NSM@5ASA (B)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.5. Estudo in vitro de interacdo entre mucina e NSMs@5ASA utilizando analise de

potencial zeta

A interacdo entre NSMs@5ASA com a interface bioldgica ¢ um fator decisivo para
melhorar a eficiéncia de entrega do fairmaco ao sitio de absor¢do ou acdo. No contexto do
sistema do TGI, enfrenta-se uma barreira significativa: o muco intestinal. Este muco, produzido
pelas células do epitélio intestinal, ¢ uma substancia complexa composta principalmente por
dgua, sais inorganicos, lipidios, enzimas, 4acidos graxos e glicoproteinas. Entre estas
glicoproteinas, a mucina assume um papel central. Além disso, a carga e o tamanho das
nanoparticulas influenciam sua capacidade de permeagao através do muco. Particulas menores

com superficies hidrofobicas tendem a ser aprisionadas pelo muco e eliminadas rapidamente,
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enquanto particulas modificadas que possuam caracteristicas mucoadesivas podem prolongar
sua presenca na interface epitélio-muco (BAYER, 2022; CARVALHO et al., 2024;
TOLLEMETO et al., 2023; WANG et al., 2020; WAYS et al., 2020).

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram uma mudanga significativa (p <
0,001) no potencial zeta das NSMs e NSMs@S5ASA quando a mucina ¢ adicionada em
diferentes concentracdes e em diferentes meios com pH distintos.

Em ambiente acido (pH 1,2), o potencial zeta das NSMs ¢ positivo (1.49 mV) e com a
adicao de mucina, o potencial zeta torna-se negativo, ¢ essa mudanga ¢ mais pronunciada com
a maior concentragdo de mucina (150 pg/mL: -1,566 mV; 250 pg/mL: -1,585 mV; 500 pg/mL:
-0,691 mV). Em relagdo as NSMs@5ASA, o potencial zeta € positivo (8.967 mV) sem interagdo
com a mucina, e ao interagir resulta em um potencial zeta negativo, e essa mudanga também ¢
mais pronunciada com a maior concentra¢do de mucina (150 pg/mL: -1,886 mV; 250 pg/mL: -
1,870 mV; 500 pg/mL: -0,795 mV).

No ambiente gastrico analisado (pH 1,2), a mucina e suas diferentes concentragdes tem
um efeito significativo (p < 0,001) na modifica¢do do potencial zeta das nanoparticulas de silica
mesoporosa com e sem farmaco, tornando-as mais negativas. Isso sugere uma interacdo entre a
mucina e as nanoparticulas, possivelmente devido as interagdes eletrostaticas ou formagao de
complexos, além da dependéncia da concentracdo de mucina, com maiores concentragdes
levando a uma maior modifica¢do do potencial zeta. A presenga do SASA ndo indica um efeito
significativo na interagdo entre a mucina e as nanoparticulas (p > 0,05), ja que as mudancas
observadas no potencial zeta sdo semelhantes tanto nas nanoparticulas com mesalazina quanto

nas nanoparticulas sem mesalazina.
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Figura 11 - Influéncia da adicao de dispersdes de mucina, em diferentes concentragdes (150, 250 e 500

pg.mL-1) no potencial zeta das NSMs@5ASA (média = DP, n = 3)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Alterando para um ambiente com pH de 6,8, observou-se outro perfil de interagao. O
potencial zeta das NSMs ¢é negativo (-10,4 mV), e apés a adi¢do de mucina, o resultado
permanece negativo, mas observa-se uma tendéncia a diminuicao do valor absoluto do potencial
zeta com o aumento da concentracao de mucina (150 pg/mL: -4,39 mV; 250 pg/mL: -4,47 mV;
500 pg/mL: -5,13 mV). Analisando as NSMs@S5ASA, o potencial zeta ¢ menos negativo (-6,49
mV) em comparacdao com as NSMs em pH 6.8 (p <0,05), e o contato com a mucina resulta em
uma variacdo nos valores absolutos do potencial zeta com a concentracdo de mucina (150

pg/mL: -4,95 mV; 250 pg/mL: -4,56 mV; 500 pg/mL: -6,45 mV).
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Novamente, observa-se uma tendéncia a diminui¢ao do valor absoluto do potencial zeta
das nanoparticulas com o aumento da concentragdo de mucina, mais uma vez sugerindo que a
mucina esta interagindo com as nanoparticulas e influenciando suas propriedades de superficie
em pH 6,8.

Analisando os resultados da Figura 11 quanto a variacdo do pH, em comparagdo com
os resultados em pH 1,2, o potencial zeta das nanoparticulas em geral ¢ menos negativo em pH
6,8, apresentando diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,001). Em suma, os resultados
sugerem que a presenca de mucina afeta as propriedades de superficie das nanoparticulas de
silica mesoporosa, como evidenciado pela mudanga no potencial zeta. Isso pode ter implicagdes
importantes para a entrega controlada do firmaco, especialmente em um sistema hibrido
destinados ao colon, onde a mucina esta presente em abundancia. potencialmente contribuindo

para a mucoadesividade.

5.2.6. Ensaio de viabilidade celular em monocamadas de células Caco-2

Considerando a administracdo oral de farmacos e o c6lon como alvo terapéutico, o
ensaio de viabilidade celular utilizou as células Caco-2, linhagem celular derivada de um
adenocarcinoma de colon humano que, por sua vez, € um modelo representativo das células
epiteliais do intestino (HEIKKILA et al., 2010; RASHIDI et al., 2014; SCHNUR et al., 2022;
SMETANOVA et al., 2014). O ensaio avaliou as concentracdes de 5ASA e de NSMs que n3o
comprometem a viabilidade das células Caco-2 e avaliou também a biocompatibilidade do
farmaco e nanoparticula. E importante salientar que, para garantir a biocompatibilidade
completa do sistema, s80 necessarios estudos adicionais, como genotoxicidade e

hematocompatibilidade, conforme a norma ISO 10993-1:2018.



61

Figura 12 - Viabilidade celular (%) na linhagem Caco-2 expostos ao SASA livre, NSMs e

NSM@5ASA
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Conforme apresentado no grafico da Figura 12, a manutencdo de aproximadamente
100% de viabilidade celular em todas as amostras testadas sugere que as nanoparticulas de silica
mesoporosa com e sem farmaco sdo biocompativeis e ndo toxicas para células da linhagem
Caco-2. Isso esta em concordancia com estudos anteriores que demonstraram a inércia dessas
particulas em modelos celulares similares (HEIKKILA et al., 2010; POPOVA et al., 2014,
2018; RASHIDI et al., 2014; RIAZI et al., 2023; TANG et al., 2017; TRENDAFILOVA et al.,
2016; ZHANG et al., 2012). Além disso, 0 5ASA também demonstrou ndo ser citotoxico nas
concentragOes testadas, corroborando sua seguranca clinica estabelecida para o tratamento de
DIl (AGUZZI et al., 2011; SMETANOVA et al., 2014; TANG et al., 2017). Estes achados sdo
promissores para o desenvolvimento de novas formulagdes terapéuticas que combinam eficicia
anti-inflamatoria com seguranca celular, essencial antes de avancar para estudos mais

complexos ou modelos in vivo.
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5.3. Desenvolvimento das microparticulas poliméricas (MPs)

5.3.1. Retrogradac¢iao do amido em associacio com pectina

As fotomicrografias opticas dos granulos de amido nativo, apos a gelatinizagdo e apds
o processo de retrogradagdo estdo apresentadas na Figura 13. Antes da retrogradagdo, quando
observados microscopicamente, os granulos de amido apresentavam uma estrutura ligeiramente
intumescida, devido a difusdo e aprisionamento das moléculas de 4gua em sua regido amorfa
(Figura 13A) (MENEGUIN et al., 2017, 2021; MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA
CURY; EVANGELISTA, 2014; WANG et al., 2015; WANG; COPELAND, 2013).

Quando a dispersdo aquosa de alta amilose foi aquecida a 80°C e autoclavada (121°C),
ocorreu o processo de intumescimento irreversivel dos granulos, isso resultou na perda da
organizag¢do estrutural, com a fusdo dos cristais. Consequentemente, devido ao aquecimento e
ao excesso de agua, ocorreu o rompimento da estrutura dos granulos e a amilose granular foi
liberada no meio aquoso (Figura 13B), caracterizando o fendomeno de gelatinizagdo. No
periodo de armazenamento, no qual a dispersdo foi submetida a sucessivos ciclos de
aquecimento e resfriamento, as moléculas de amilopectina e amilose tendem a reassociar-se e
formar estruturas cristalinas mais ordenadas. A amilose recristaliza mais rapidamente do que a
amilopectina devido a sua estrutura linear. Com a recristalizagdo, ocorre a formacao de uma
rede tridimensional mais rigida e dura que ¢ perceptivel pelo aumento da viscosidade da
dispersdo, a qual favorece a protecao a hidrolise enzimatica. A formagao da estrutura ramificada
e organizada pode ser observada na Figura 13C (MENEGUIN et al., 2017, 2021; MENEGUIN;
STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014; WANG et al., 2015; WANG;
COPELAND, 2013).
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Figura 13 - Microscopia 6ptica dos granulos de amido na fase previa ao processamento (A), apds a

gelatinizagdo (B) e apds a retrogradagéo (C).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3.2. Obtencdo e caracterizacio estrutural e morfologica das microparticulas de AR/P

carregadas com NSMs@SASA

As microparticulas de amido retrogradado/pectina foram obtidas pela técnica de
geleificagdo ionotropica.

O estudo do tamanho e distribuicdo granulométrica das microparticulas sdo
fundamentais, pois alteragdes no volume e consequentemente area superficial podem interferir
diretamente na capacidade de incorporagao do farmaco e das nanoparticulas de silica
mesoporosas, causando potenciais variagdes de dose. Essas variagdes podem também afetar a
reprodutibilidade dos eventos envolvidos no processo de liberagdo, bem como na interagdo com

o organismo bioldgico (BONI et al., 2021).

Tabela 3 - Diametro, circularidade média e indice Span das MPs (n=100).

Circularidade + SPAN

Amostras Diametro médio (um) + DP DP
MPs AR/P 1565 + 97,64 0.84 + 0,092 0.13
MPs AR/P_NSMs@5ASA0,5% 1386 + 157,56 0,76 + 0,13 0,23
MPs AR/P_NSMs@5ASA1% 1424 + 1515 0,80 £ 0,17 0,27

Fonte: Elaborada pelo autor.

De forma geral, as microparticulas apresentaram didmetro médio que variou entre 1386
e 1565 um (Tabela 3), sendo maior para a amostra MPs AR/P, expressando diferenca estatistica
significativa entre os grupos (p < 0,05). provavelmente devido a auséncia de interferentes
permitindo que a matriz de AR/P se estruturasse de forma mais coesa € homogénea, permitindo
a formagdo de particulas maiores. A incorporacdo de NSMs as MPs (MPs
AR/P_NSMs@5ASA0,5% e AR/P_NSMs@5ASA1%) deve ter ocasionado a retracao
significativa (p < 0,001) das estruturas como resultado da interacdo entre os grupamentos
hidroxilicos dos polimeros com os grupamentos silan6is da NSMs.

A partir dos valores de diametro, a homogeneidade da distribui¢do granulométrica pode
ser avaliada quantitativamente pelo calculo do valor de Span. Considerando que o processo de
obtencdo das microparticulas ¢ manual, esse parametro relaciona-se diretamente a
reprodutibilidade da metodologia desenvolvida. Quanto menor o indice Span, menor o fator de

dispersdo do tamanho das particulas (BONI et al., 2021).
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O perfil de distribuicdo de didmetro das particulas associado aos valores de Span, que
variaram de 0,13 a 0,27, ou seja, inferiores a 0,5 (Tabela 3), destacam a homogeneidade de
tamanhos dos sistemas obtidos. O indice Span aumenta com a adicdo de NSMs@5ASA. A
formulacao MPs AR/P apresenta uma distribuicao de tamanho mais uniforme (menor SPAN),
enquanto as formulagdes com NSMs@5ASA mostram uma distribuicdo mais ampla e
heterogénea. Isso indica que a incorporagdo das nanoparticulas contribui para uma maior
variabilidade no tamanho das microparticulas, possivelmente devido a interagdes complexas
durante a formacao das particulas.

A avaliagdo da forma das particulas obtidas foi realizada a partir da determinagdo da
circularidade, um fator que indica que a forma se aproxima de um circulo perfeito, quando o
valor esta proximo a 1,0. A partir dos dados da Tabela 3, concluiu-se que todas as MPs
apresentaram elevada circularidade, com valores entre 0,76 e 0,84. Essa elevada circularidade
foi evidenciada pelas imagens obtidas utilizando esterecoscopio (Figura 14). A forma das
particulas pode afetar sua interagdo com células e tecidos bioldgicos, assim como também pode
influenciar a liberacao de farmacos. Particulas com menor circularidade podem ter taxas de
liberagao diferentes devido a variagdo na superficie ¢ na area de contato com o meio de

liberagdo (YOO; DOSHI; MITRAGOTRI, 2011).
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Figura 14 - Imagens obtidas por estereoscopio das MPs AR/P (A), MPs AR/P_ NSMs@5ASA0,5% (B)
e MPs AR/P_NSMs@5ASA1% (C).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3.3. Avaliacao da eficiéncia de encapsulacio das NSMs@S5ASA nas microparticulas de

AR/P

De acordo com a Tabela 4 a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) das NSMs contendo

5ASA nas microparticulas variou de 65 a 66%.

Tabela 4 - Eficiéncia de encapsulagdo das NSMs@5ASA nas microparticulas.

Amostra EE (%) + DP
MPs AR/P_NSMs@5ASAO0,5% 65,51+0,51
MPs AR/P_NSMs@5ASA1% 66,02+ 0,10

Fonte: Elaborada pelo autor.

A utilizagdo de ions calcio para reticular as microparticulas e encapsular as
NSM@5ASA ¢ um fator crucial para a formagdo de uma matriz polimérica estavel, em que os
ions calcio promovem a reticulacdo das cadeias poliméricas de amido e pectina, criando uma
rede tridimensional que aprisiona eficientemente as nanoparticulas carregadas com mesalazina.
A ligeira diferenca na eficiéncia de encapsulagdo entre as duas formulagdes pode ser atribuida
a saturacdo da capacidade de encapsula¢do da matriz polimérica, indicando que o sistema atinge
um limite de incorporacao de farmaco, além do qual a eficiéncia de encapsulagdo ndo se altera

significativamente (p > 0,05) (BONI et al., 2021).

5.3.4. Estudo da superficie das microparticulas de AR/P carregadas com nanoparticulas

Conforme a Figura 15, as analises de MEV-FEG revelaram que as microparticulas sem
nanoparticulas de NSM@S5ASA apresentaram uma superficie rugosa, sem poros, fissuras
aparentes e irregular, provavelmente devido a presenca de granulos do amido retrogradado tal
como detectada em filmes de amido resistente/pectina desenvolvidos no estudo de Meneguin e
colaboradores (2014) (MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA,
2014). A incorporagdo das nanoparticulas (NSMs@5ASA) as microparticulas na concentragao
de 0,5% e 1% m/v apresentaram também superficie irregular e rupturas, porém com uma
estrutura aparentemente mais coesa e densa, evidenciando a influéncia das nanoparticulas na
morfologia das microparticulas.

A presenga de rupturas nas microparticulas ¢ resultado da formacdo de uma matriz

rigida, a qual durante o processo de secagem, como resultado da retracdo dessa malha
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polimérica, gerou pontos de ruptura, originando as fissuras. Pontos de ruptura e presenca de
poros devem favorecer a difusdo de liquidos do meio para o interior da matriz podendo,
consequentemente, acelerar o processo de degradacao enzimatica, bem como de liberagdo das
NSMs incorporadas (BONI et al., 2021; MENEGUIN et al., 2017, 2021; MENEGUIN;
STRINGHETTI FERREIRA CURY; EVANGELISTA, 2014).

E possivel observar ainda, que para ambas as amostras, as microparticulas apresentaram
formas mais circulares, corroborando com os dados da Tabela 3, provavelmente devido a
concentragdo polimérica, e consequentemente a viscosidade da dispersao que ndo foi alterada
apods a incorporagdo dos nanossistemas, o que garante a gota uma maior resisténcia durante a
queda na solugdo reticulante, resultando em particulas mais circulares. Comportamento
semelhante foi relatado por Boni e colaboradores (2021), em estudos com microparticulas de
goma gelana/amido retrogradado (BONI et al., 2021).

Esses resultados sugerem que as nanoparticulas foram incorporadas nas MPs de AR/P
com sucesso, € que a concentracdo das NSMs interfere na morfologia de superficie. Cabe
ressaltar que o revestimento de AR/P pode ser importante para conferir uma maior protecao das

nanoparticulas através do TGI, quando administradas oralmente.
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Figura 15 - Fotomicrografias representativa obtidas por MEV-FEG da superficie das microparticulas

sem nanoparticulas (A), microparticulas carregadas com NSM@5ASA0,5% (B) e NSM@5ASA1%
(©).
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5.3.5. Avaliacdo do comportamento de degradacio enzimatica das microparticulas de

AR/P contendo NSMs@S5ASA frente ao valor de pH e conteudo enzimatico

Como forma de selecionar as microparticulas com atributos mais promissores para os
testes in vitro, realizou-se o teste de degradagdo enzimatica. Os resultados foram obtidos com
microparticulas vazias e carregadas com NSMs@5ASA (Tabela 5).

A pepsina tem origem no estdmago e sua ativagao ocorre por meio da presenca de HCI.
J& a pancreatina ¢ composta por um conjunto de enzimas como amilase, tripsina, lipase e
pancrease, as quais tem a capacidade de digerir proteinas, polipeptideos e amido (SILVA et al.,
2014).

De acordo com os dados da Tabela 5, as amostras apresentaram baixa porcentagem de
degradacdo em ambos os meios. Comportamento coerente, ja que o processo de retrogradagao
do amido deve conferir maior resisténcia a hidrolise enzimatica. Possivelmente a utilizacao do
calcio como agente reticulante para a dispersdao AR/P, permitiu a interpenetragdo fisica mais
eficiente das cadeias poliméricas, formando uma rede mais empacotada e compacta, que impoe
maior resisténcia das enzimas as liga¢oes glicosidicas. Cabe ressaltar que, apesar da média de
40% de digestao das formulagdes em meio acido (pepsina), a maior parte dos compostos (cerca
de 60%) deve ser digerido pelas enzimas colonicas, indo de encontro ao objetivo desse trabalho

A degradacdo das microparticulas em meio géstrico simulado (contendo pepsina, pH
1,2) e em meio entérico simulado (contendo pancreatina, pH 6,8) ndo apresentou diferenga
estatisticamente significativa (p > 0,05), indicando que a incorporacdo das NSMs nao
influenciou na resisténcia da malha polimérica ao acesso das enzimas.

Além disso, estudos tém destacado que particulas baseadas em amido retrogradado sao
um material enriquecido com alto teor de amilose, componente este responsavel pela formacao
de uma matriz amorfa em que os cristalitos permanecem embebidos e, portanto, protegidos da
degradacdo enzimatica nas diferentes por¢des do TGl (RAHMOUNI et al., 2001; TARAZI
RIESS; SHANI LEVI; LESMES, 2022; ULBRICH; SCHOLZ; FLOTER, 2022).
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Tabela 5 - Degradagdo enzimatica das microparticulas de AR/P, AR/P_ NSMs@5ASA0,5% e
AR/P_NSMs@5ASA1%.

) Tampao fosfato pH 6,8 com
HCI pH 1,2 com pepsina .
Amostra pancreatina

Degradagao média (%) + DP

MPs AR/P 3824+ 1,18 41,81 = 0,41
MPs AR/P NSMs@5ASAO0,5% 40,9 + 0,38 41,62+ 1,59
MPs AR/P NSMs@5ASA1% 42,05 + 0,34 41,65+ 1,52

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.6. Avaliacido da capacidade de absorcao de liquidos

A absor¢ao de liquidos ¢ uma caracteristica crucial para sistemas de liberagao coldnica
especificos, como as microparticulas poliméricas, pois influencia diretamente a capacidade do
sistema de intumescer, formar géis e aderir a mucosa, além de ser um dos principais
mecanismos envolvidos na liberacao de sistemas baseados em polissacarideos. A analise dos
resultados em diferentes pHs permite prever como a formulacdo se comportara no trato
gastrointestinal (BAYER, 2022; CARVALHO et al., 2010; SHAIKH et al., 2011).

De acordo com a Figura 16, em condic¢des de pH acido (1.2), as MPs AR/P apresentam
um aumento moderada. Isso pode ser atribuido a protonagdo dos grupos carboxilicos presentes
na pectina, que reduz sua interagdo com as moléculas de 4gua devido a formacao de pontes de
hidrogénio intramoleculares, limitando a absor¢do de liquidos. Essa menor capacidade de
intumescimento em meio acido € um importante achado pois indica que as formulagdes podem
evitar a mucoadesdo no ambiente estomacal.

A adicdio de NSMs@5ASA0,5% (MPs AR/p NSMs@5ASA0,5%) aumenta
significativamente (p < 0,05) o grau de intumescimento quando comparadas as MPs AR/P. As
NSMs possuem alta area superficial e porosidade, que facilitam a captacao de agua. Aumentar
a concentragdo de NSMs@SASA para 1% resulta em um aumento adicional no grau de
intumescimento, embora ndo seja proporcionalmente significativo em comparagdo com a
formulagdo de 0,5% (p > 0,05). Este fenomeno sugere que hd um limite na capacidade de
intumescimento imposto pela matriz polimérica de AR/P e pela saturagdao dos poros das NSMs.

Em pH 6.8 (Figura 16), a capacidade de intumescimento das MPs AR/P ¢
significativamente maior (p < 0,01). Em um ambiente mimetizando o colon, a ionizag¢do dos

grupos carboxilicos para carboxilatos com carga negativa aumenta a repulsao eletrostatica entre
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as cadeias poliméricas adjacentes. Essa repulsdo causa uma expansao das cadeias poliméricas,
resultando em um aumento significativo no volume das particulas. Este comportamento ¢ ideal
para a liberacao de farmacos no célon, indicando que as particulas serdo altamente hidratadas
e, portanto, capazes de aderir efetivamente a mucosa colonica (CARBINATTO et al., 2014;
HAN et al., 2022).

A inclusdo de NSMs@5ASA a 0,5% ainda aumenta a capacidade de intumescimento,
porém nao significativo (p > 0,05) em pH 6.8, possivelmente devido a ja elevada capacidade
de absorcdo da matriz AR/P no meio. A formulacdo com 1% (MPs AR/p NSMs@5ASA1%)
exibe um leve aumento no grau de intumescimento comparado a formulagdo com 0,5%. Este
resultado sugere que, em pH 6.8, a matriz polimérica de AR/P estd perto de sua capacidade
maxima de intumescimento, € o aumento adicional de NSMs@S5ASA contribui marginalmente
(p > 0,05). A saturagdo dos poros das NSM e a alta capacidade de hidratacao dos polimeros em
pH 6.8 resultam em uma absor¢ao maxima de liquidos.

Além disso, no grafico referente ao pH 6,8 (Figura 16), se nota a tendéncia que
demonstra uma proporcionalidade de intumescimento em func¢do do tempo, revelando um
intumescimento mais controlado. Isso sugere que houve a criacdo de uma camada de gel densa
de elevada viscosidade e controladora do intumescimento das formulagdes neste meio.

No geral, os resultados sugerem que as microparticulas que mostram um menor grau de
intumescimento em pH 1.2 indicam que ndo irdo liberar significativamente o farmaco no
ambiente estomacal. Isso € vantajoso para uma liberagao colon-especifica, pois o farmaco sera
protegido e retido na matriz até alcangar o colon. Em contrapartida, as microparticulas que
exibem um alto grau de intumescimento em pH 6.8 sugerem que irdo absorver liquidos e
intumescer significativamente ao atingir o célon. Este comportamento ¢ desejavel para a
liberagdo controlada dos farmacos, pois o intumescimento facilita a adesdo a mucosa coldnica

e a formagao de um gel que pode liberar o farmaco de maneira controlada.
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Figura 16 - Grau de intumescimento (%) das microparticulas de AR/P com em sem NSMs@5asa em

HCI (pH 1.2) e tampao fosfato (pH 6.8).
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.3.7. Avaliacao da mucoadesividade in vitro em texturometro

O amido retrogradado e a pectina sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades

mucoadesivas, que os tornam materiais promissores para sistemas de liberagdo controlada de
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farmacos. O amido retrogradado exibe uma estrutura ordenada com grupos hidroxila expostos
que formam fortes ligagdes de hidrogénio com a mucina da mucosa gastrointestinal. Esta
interacao ¢ facilitada pela capacidade do amido de absorver 4gua e intumescer, criando um gel
viscoso que adere firmemente as superficies mucosas. De forma semelhante, a pectina forma
géis em ambientes aquosos, especialmente na presenca de ions como calcio, aumentando ainda
mais sua capacidade de adesdo a mucosa (CARVALHO et al.,, 2010; DE OLIVEIRA
CARDOSO et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2021b; SHARMA et al., 2024).

Conforme apresentado na Figura 17, os resultados de mucoadesao das microparticulas
de amido retrogradado/pectina (MPs AR/P) em pH 1.2 revelam uma diferenca significativa (p
<0,001) na forga maxima entre as diferentes composicdes. A formulacdo MPs AR/P apresentou
a maior forca de mucoadesdo, com um valor de 0,269 N. O resultado pode ser atribuido a
natureza hidrofilica e as dos biopolimeros amido retrogradado e pectina, que facilitam a
interagdo com a mucina. Em contraste, a adi¢cao de nanoparticulas de silica mesoporosa (NSMs)
reduziu drasticamente (p < 0,001) a mucoadesdo para 0,05484 N. Isso sugere que as NSMs, por
si s0, ndo sdo tdo eficazes em interagir com a mucina, possivelmente devido a sua natureza
menos hidrofilica ou as diferencas nas propriedades de superficie MAMAEVA; SAHLGREN;
LINDEN, 2013; SHEN et al., 2017; TRENDAFILOVA et al., 2016; VALLET-REGI; BALAS;
ARCOS, 2007).

A incorporacdo de mesalazina (S5ASA) nas NSMs apresentou um aumento na
mucoadesdo em relagdo as NSMs sem o farmaco, porém ndo significativo (p > 0,05). A
formulagdo MPs AR/P@NSM@S5ASA 0,5% apresentaram uma for¢a maxima de 0,08167 N,
enquanto a formulagdo com 1% resultou em um valor de 0,0720 N. Estes resultados indicam
que o SASA nas concentragdes utilizadas em meio com pH de 1,2, ndo influenciou na melhorar
a mucoadesdo das nanoparticulas, possivelmente ndo facilitando uma melhor interagdo com a
mucina.

Em pH 6.8 (Figura 17), os resultados de mucoadesdo mostram uma tendéncia similar,
com a matriz de amido retrogradado/pectina apresentando a maior forga maxima (0,7381 N),
destacando-se novamente como altamente mucoadesiva. A adicdo das NSMs reduziu a
mucoadesao significativamente (p < 0,001) para 0,1753 N, refor¢ando a observagdo de que as
nanoparticulas de silica, de forma isolada, ndo conferem uma mucoadesao significativa para o
sistema.

A formulagdo com MPs AR/P@NSM@5ASA 0,5% mostraram uma recuperagao
parcial na mucoadesdo, com uma for¢ca maxima de 0,4000 N, quando comparada as NSMs sem

farmaco (p < 0,001). No entanto, a formulagdo com 1% apresentou uma mucoadesdo ainda
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menor (0,1156 N), inferior até¢ a formulacdo com NSMs sem farmaco (p < 0,01) . Esses dados
sugerem que, enquanto uma concentragdo moderada de mesalazina pode melhorar a
mucoadesao, concentragdes mais altas podem ter um efeito contrario, possivelmente devido a
saturacao da superficie ou a alteragdo das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de
silica, resultando em intera¢cdes menos eficazes com a mucina.

Os dados sdo consistentemente melhores em pH 6.8 do que em pH 1.2 (p < 0,001) para
todas as formulacdes testadas, principalmente para as MPs AR/P@NSM@S5ASA 0,5%. Isso
sugere que as formulagdes de microparticulas de amido/pectina, com ou sem nanoparticulas de
silica mesoporosa e mesalazina, interagem mais efetivamente com a mucina em um ambiente
como o do cdlon. Este comportamento ¢ desejavel para um sistema especifico para o célon,

contribuindo para que a mucoadesao ¢ a liberagdo do farmaco ocorram no local alvo.

Figura 17 - Forga maxima de mucoadesao (FMax) das microparticulas de AR/P.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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5.3.8. Determinacio do perfil de liberacio in vitro do SASA

Conforme observado na Figura 18, em meio acido (pH 1,2), verifica-se uma rapida
liberagdo do farmaco livre (SASA), atingindo 100% de liberagdo em aproximadamente 30
minutos, perfil de comportamento esperado devido a alta solubilidade do farmaco neste meio.

A liberagdo diferencial de mesalazina a partir de nanoparticulas de silica mesoporosa
(NSMs@5ASA) em diferentes pHs pode ser atribuida a varia¢ao na solubilidade e na interagao
do farmaco com a matriz da silica em ambientes de pH distintos. Em pH 1,2, ambiente 4cido,
ocorre a protonacgao dos grupos de superficie das NSMs que pode influenciar ao desmonte das
interacdes de hidrogénio ou eletrostaticas entre a silica e o farmaco, resultando em uma
liberacdo de apenas 38% em até 60 minutos. Quando o sistema entra em contato com o meio
seguinte (pH 7,4), as NSMs promovem uma liberagdo de até 65% do farmaco ao término de
120 minutos, possivelmente devido @ menor protonacao das superficies da silica e maior difusdo
do farmaco. No pH 6.8, a interagdo com a matriz da silica ¢ minimizada, permitindo um maior
controle de liberacdo ao longo de 5 horas, resultando em uma liberacdo maxima de 93% ao final
dos 450 minutos (MAMAEVA; SAHLGREN; LINDEN, 2013; MANZANO; VALLET-REGI,
2010; SLOWING et al., 2008; VALLET-REGI; BALAS; ARCOS, 2007). Esses resultados
indicam que a liberagdo do SASA carregada em NSMs ¢ altamente dependente do pH.

Como observado anteriormente, a dispersdo de AR/P € um candidato importante para a
liberagcdo colon-especifica de farmacos (GOVINDARAIJU et al., 2021; MENEGUIN et al.,
2021; SINTOV; YARIV, 2022; WANG et al, 2015). Para as MPs (MPs
AR/P_NSMs@5ASA0,5% e AR/P_ NSMs@5ASA1%), os resultados foram significativamente
diferentes (p < 0,05) daqueles observados para as NSMs@5ASA e farmaco livre. Entre as
microparticulas ndo houve diferenga estatistica (p > 0,05) no perfil de liberagao observado.
Entretanto, durante todo ensaio em meio 4cido (pH 1,2) verificou-se que as taxas de libera¢ao
do SASA a partir das microparticulas foi significativamente reduzida (p < 0,001) em relacdo as
nanoparticulas e farmaco livre, com valores de reducao de 11,18-18,12 %.

Adicionalmente, os percentuais de liberacio de SASA das microparticulas de AR/P
foram inferiores a 40% ap6s 120 minutos em pH 7,4, um perfil semelhante quando comparado
ao meio acido (pH 1,2) e significativamente reduzido (p <0,001) em relagao as NSMs@5ASA.
Observou-se também que as microparticulas tiveram um efeito burst de liberagao quando o pH
do meio alterou para 6,8, seguidos por um platdo até o final do tempo de andlise. Tal
comportamento destaca ndo apenas a libera¢do dependente do pH de AR/P, mas também indica

a afinidade desse tipo de polimero pelo ambiente colon. Assim, as amostras desenvolvidas
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podem ser consideradas eficazes, pois permitem que aproximadamente 60 a 66% da carga de
farmaco adicionada ao sistema seja totalmente direcionada ao célon, diferentemente das
NSMs@5ASA que permitiu apenas 34,75% (p < 0,001). Desta maneira, ¢ possivel inferir que
as microparticulas foram capazes de alterar o perfil de liberagao do SASA.

As MPs carregadas com NSM@S5ASA, apresentaram um perfil de liberagdo controlado,
com taxas muito inferiores as nanoparticulas e do farmaco livre. Esse comportamento também
mostra a capacidade das MPs em controlar as taxas de liberacdo do farmaco também em pH

6.8, ou seja, em meio colonico.

Figura 18 - Perfil de liberagdo in vitro do SASA livre e associada a NSMs e incorporadas em MPs de
AR/P em meios com diferentes valores de pHs, mimetizando as fases gastrica (0—60 min; pH 1,2),
duodenal (60-120 min; pH 4,5) e coldnica (120—420 min; pH 6,8). Cada valor representa o desvio

padrdo médio, n = 3.
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5.3.9. Analise dos mecanismos de liberacdo do farmaco

Foram testados os modelos matematicos de liberagao de: Baker-Lonsdale, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Primeira ordem, Higuchi e Weibull. A aplicacao desses
modelos ¢ interessante para avaliar o mecanismo de liberacdo de cada sistema desenvolvido.

A partir dos valores dos coeficientes de determinagdo (°) apresentados na Tabela 6, o
modelo matematico que melhor se correlacionou com os dados de liberagao das NSMs@5SASA
foi o modelo de Primeira Ordem e Weibull (0,9587 e 0,9707, respectivamente). O modelo de
primeira ordem analisa a liberagdo de compostos bioativos que sdo soliveis em agua e estao
incorporados em matrizes porosas. Neste caso, a taxa de liberacdo da molécula esté relacionada
a sua concentracao no interior da matriz. O modelo de Weibull relaciona exponencialmente a
fracdo de farmaco liberado em fungdo do tempo, e de acordo com o valor do parametro b, o
mecanismo envolvido na libera¢do do farmaco pode ser classificado como difusao Fickiana (b
<0,75), difusdo nao-Fickiana associada ao Caso II (0,75 < b < 1) e um mecanismo de liberacao
complexo (b > 1). Em relagdo as nanoparticulas, o valor de b foi igual a 0,7325 se enquadrando
como difusdo Fickiana. Nesse processo, a taxa de liberagdo do farmaco ¢ diretamente
proporcional ao gradiente de concentragao do farmaco na matriz, sendo controlada pela difusao
através da matriz porosa. Em suma a liberacdo ¢ predominantemente governada pela difusio
molecular simples do farmaco pelos poros da matriz (AGUZZI et al., 2010; DASH et al., 2010;
TRUCILLO, 2022).

Para as amostras MPs AR/P NSMs@5ASA0,5% e AR/P_ NSMs@5ASA1%, o modelo
de Primeira Ordem apresenta valores de 7 igual a 0,9007 e 0,9228, respectivamente. As
amostras contendo NSMs@5ASA 1% correlacionaram-se melhor com o modelo Weibull (+° =
0,9228) apresentando b = 0,8413, indicativo de difusdo nao-Fickiana associada ao Caso II, em
que o mecanismo dominante para o transporte de firmacos ¢ devido ao relaxamento da matriz
polimérica. No entanto, foi interessante notar que as amostras contendo NSMs@5ASA0,5% se
correlacionaram com o modelo de Hixon-Crowell (+°* = 0,9881), modelo este aplicado para
caracterizar a liberacdo de farmacos em sistemas nos quais a taxa de liberacdo ¢ regulada pela
dissolucdo da superficie das particulas, diminuindo proporcionalmente ao tempo. Esse modelo
assume que, durante o processo de dissolugdo, a forma das particulas permanece constante,
enquanto seu tamanho diminui progressivamente. A adequagdo da microparticula contendo
NSMs@5ASA0,5% ao modelo de Hixson-Crowell indica que a liberagdo do farmaco ¢
predominantemente governada pela erosdo superficial das microparticulas. Isso pode ser

atribuido ao fato de que a menor concentracdo de mesalazina cria uma matriz em que a
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dissolu¢do da superficie € o principal mecanismo de liberagao (AGUZZI et al., 2010; DASH et
al., 2010; MENEGUIN et al., 2021; TRUCILLO, 2022).

Uma mudanca no mecanismo de liberagao do SASA entre os sistemas nano-in-micro
sugere que as diferentes concentragdes de NSMs@5ASA podem resultar em diferentes
interagdes entre o farmaco e a matriz da microparticula, como a formagao de aglomerados ou
diferentes padrdes de porosidade, assim como modificar as propriedades fisico-quimicas da

matriz, como a solubilidade, a difusdo e a taxa de erosao, influenciando a cinética de liberagao.

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

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

farmaco SASA.
Amostra
Modelos matematicos MPs AR/P_NSMs MPs AR/P_NSMs
NSMs@5ASA @5ASAD,5% @5ASAL%
Baker-Lonsdale k 0,0007 0,0003 0,0004
r2 0,9375 0,7861 0,839
k 7,7436 1,6215 2,4904
Korsmeyer-Peppas 2 0,9161 0,8522 0,8851
n 0,4228 0,6496 0,5917
Hixon-Crowell k 0,0023 0,0043 0,0014
r2 0,9063 0,9881 0,9113
Higuchi k 5,1612 7,1114 4,0439
r2 0,895 0,862 0,869
Primeira Ordem k 0,0083 0,0039 0,0048
r2 0,9587 0,9007 0,9366
Weibull b 0,7325 1,0305 0,8413
r2 0,9707 0,8922 0,9228

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6. CONCLUSAO
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O método analitico desenvolvido para quantificacdo de mesalazina por
espectrofotometria no UV foi adequado, apresentando todos os parametros dentro do
preconizado.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nos estudos sobre alternativas de tratamento de doencas intestinais inflamatorias.
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APENDICE A - Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para quantificagdo de

5ASA por espectrofotometria na regido do UV-Vis

Determinacio do espectro de absorcao do SASA na regido do UV-Vis
O espectro de absor¢ao do SASA em HCI 0,1 M, foi obtido por espectrofotometria UV-
vis. O pico de absor¢cao maxima em 300 nm foi selecionado para as analises quantitativas do

farmaco (Figura 19).

Figura 19 - Espectro de absor¢do do SASA em meio 4cido.
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Para a avaliagdo da linearidade, a partir da média dos valores das trés curvas obtidas, no
comprimento de onda de 300 nm, a curva analitica absorbancia versus concentragdo de SASA
foi construida (Figura 20).

Os resultados obtidos a partir da regressdo linear (Tabela 7) demonstraram que as

solugdes de SASA apresentaram correlagdo linear entre os valores de absorbancia e
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concentragdes no intervalo testado, com coeficiente de correlagdo de 0,9999, demonstrando a
adequada linearidade do método conforme recomendado (ICH EXPERT WORKING GROUP,
2005).

Figura 20 - Curva analitica do SASA obtido por espectrofotometria UV-Vis.

1,4000 ¢
1,2000 F
1,0000 F
., 0,8000 F
0
< 0,6000
0,4000
0,2000

0,0000 R T T S
10 20 30 40 50 60

Concentracdo (ug.mL1)

o

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 7 - Dados da Curva analitica do SASA obtido por espectrofotometria UV-Vis.

Parametros 5ASA
Coeficiente Linear 45,64
Intercepto 0,0104
Coeficiente de correlagdo 0,9999

Fonte: Elaborada pelo autor.

Precisao

A precisdo de um teste analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma multipla amostragem de uma mesma amostra. A analise de precisao
intra-dia e inter-dia foi realizada e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8. Como
preconizado pela legislagao vigente, os DPR% observados para todas as réplicas em diferentes
concentragdes, nos ensaios de precisao intra-dia e inter-dia foram inferiores a 5%, portanto, o

método desenvolvido ¢ preciso (ICH EXPERT WORKING GROUP, 2005).



Tabela 8 - Resultados obtidos para o teste de repetibilidade ou precisdo intracorrida.

Intra-dia Inter-dia
Concentragdo
nominal 1\(/[“;‘1{??)3 DPR(%) DP Izdeni‘l‘fﬁi)a ]?OEI; DP
(ug.mL'l) ng. ng. 0
12 11,499 3.4 0,425 11,922 1,4 0,187
30 29,749 1,2 0,399 30,289 1,3 0,445
50 49,982 1 0,541 50,659 1,0 0,537

Fonte: Elaborada pelo autor.

Exatidao
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A exatidao representa a proximidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método

Tabela 9 - Exatidao entre as concentragdes teoricas e experimentais de SASA

Concentra¢do nominal (ug.mL™") Mensurada (pg.mL™") Exatiddo(%)
12 11,50 95,86
30 32,65 108,84
50 52,71 105,42

Fonte: Elaborada pelo autor.

Limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

analitico em relag@o ao valor teodrico real. Admitem-se variagdes na faixa entre 80 ¢ 120%. Na
Tabela 9 estdo representados os valores de exatidao do método proposto. Considerando que valores
de exatiddo, para todas as concentragdes, estdo entre 95% e 108,84%, pode-se concluir que a
metodologia analitica desenvolvida é adequada para a quantificagdo da SASA (ICH EXPERT
WORKING GROUP, 2005).

Utiliza-se o LD e o LQ para medir a sensibilidade do método. Os valores de LD e LQ

concentracoes de SASA.

encontrados utilizando-se o método proposto estdo na Tabela 10. Estes valores demonstram a

capacidade da metodologia analitica em detectar e quantificar com confiabilidade baixas
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Tabela 10 — Limite de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) de SASA

Parametros S5ASA
Limite de detecgdo (ug.mL™) 0,634
Limite de quantificagdo (ug.mL™) 1,922

Fonte: Elaborada pelo autor.

Especificidade

A especificidade do método analitico foi comprovada comparando os espectros do
placebo e do produto de degradacdo da solugdo da amostra com o da amostra de precisiao

(Figura 21).

Figura 21 - Especificidade do método determinada pela comparacao dos espectros de SASA (linha
vermelha), placebo (linha roxa) e produtos de degradacdo (linha azul).

1.0

0.8 300.0

298.0

0.6

Abs

0.4

0.2

0.0 T ——

T T |
200 400 600 800
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor.



