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RESUMO

A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doenca inflamatdria intestinal (DII) cronica que
acomete o célon e o reto, cuja causa ainda ndo é completamente conhecida. Reducao do
pH, aceleracdo do transito colbnico, diarreia e desequilibrio na microbiota intestinal
(disbiose) sdo os principais sintomas. Os probidticos (PROB), quando sobrevivem ao
ambiente estomacal acido e alcancam o intestino, podem ajudar a minimizar a dishiose e
modular a resposta imunologica local. O tratamento medicamentoso convencional da
RCU ¢ baseado no anti-inflamatorio mesalazina (5-ASA), o qual é rapida e extensamente
absorvido no trato gastrointestinal (TGI) superior, causando diversos efeitos colaterais e
baixa concentracdo no orgdo-alvo (colon), reduzindo sua eficacia terapéutica. Dessa
maneira, a co-encapsulacdo de PROB e 5-ASA em microparticulas (MPs) para liberagdo
colon-especifica através da técnica de secagem por pulverizacdo (spray-drying) deve
oferecer protecdo aos compostos encapsulados e vetorizacdo da sua liberagdo no célon,
visando tratamento localizado. O amido retrogradado (AR), uma fracdo do amido que
escapa da digestdo nas porg¢des superiores do TGl e é degradado pela microbiota colénica,
tem sido utilizado com sucesso para o desenvolvimento de sistemas célon-especificos.
Além disso, a pectina (P) e nanofibras de celulose (NFC) foram usadas para garantir
resisténcia em meio acido e evitar o burst de liberacdo do 5-ASA. O objetivo desse
trabalho foi co-encapsular o PROB Lactobacillus rhamnosus GG (Culturelle®) e 5-ASA
por spray-drying usando AR/P/NFC. O AR foi obtido por retrogradacdo da alta amilose
em associacdo a P. As dispersdes obtidas foram acrescidas de NFC, PROB e 5-ASA, e
submetidas a 18 diferentes condicGes de secagem (CS), variando-se a temperatura de
entrada, taxa de aspiragao e fluxo de alimentacdo. As MPs obtidas foram avaliadas quanto
a eficiéncia de encapsulacao (EE) por espectrofotometria UV/VIS, viabilidade probidtica
por contagem de colénias em meio MRS e morfologia por microscopia eletronica de
varredura. Na sequéncia, avaliou-se as propriedades dos materiais por difracdo de raios-
X (DRX), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), mucoadeséo in vitro e perfil de
liberacdo in vitro do 5-ASA. As MPs obtidas mostraram-se com forma aproximadamente
esférica e com tamanho entre 1 e 10 um. O ajuste fino das variaveis de processo, tais
como temperatura de entrada e taxa de aspiracdo e fluxo de alimentacdo, permitiram a
obtencdo de MPs com elevada EE (até 81,5%) e manutencdo da viabilidade do PROB
(5,74 + 0,01 log UFC/g de amostra), inclusive apds 30 dias de estocagem a 4°C. As
analises por DRX indicaram que as CS ndo alteraram as propriedades estruturais dos
componentes da formulagdo, porém a analise por DSC mostrou uma reduc¢do no pico de
fusdo do 5-ASA, sugerindo uma diminui¢do de cristalinidade. O ensaio in vitro de
mucoadesdo revelou que a CS aplicada durante a sintese das MPs modula a forca de
mucoadesdo, sendo essa maior com 0 emprego de menores temperaturas de secagem.
Além disso, o perfil de liberacdo in vitro mostrou menores taxas de liberacdo (abaixo de
15%) em meio &cido, fazendo com que a maior massa de 5-ASA fosse liberada em meio
intestinal e colénico. Assim, o desenvolvimento dessas MPs representa uma promissora
estratégia para promover a liberacdo especifica no co6lon, minimizando os efeitos
colaterais associados ao tratamento convencional e potencialmente melhorando a eficacia
terapéutica no contexto da retocolite ulcerativa.

Palavras-chave: colite ulcerativa; liberacdo coélon-especifica; 5-ASA; probioticos;
amido retrogradado; microparticulas.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory bowel disease (IBD) that affects the
colon and rectum, the cause of which is not yet completely known. Reduction in pH,
acceleration of colonic transit, diarrhea and imbalance in the intestinal microbiota
(dysbiosis) are the main symptoms. Probiotics (PROB), when they survive the acidic
stomach environment and reach the intestine, can help minimize dysbiosis and modulate
the local immune response. Conventional drug treatment for UC is based on the anti-
inflammatory mesalazine (5-ASA), which is rapidly and extensively absorbed in the
upper gastrointestinal tract (GIT), causing several side effects and low concentration in
the target organ (colon), reducing its therapeutic efficacy. Thus, the co-encapsulation of
PROB and 5-ASA in microparticles (MPs) for colon-specific release through the spray-
drying technique should offer protection to the encapsulated compounds and
vectorization of their release in the colon, aiming to localized treatment. Retrograded
starch (RS), a fraction of starch that escapes digestion in the upper portions of the GIT
and is degraded by the colonic microbiota, has been successfully used for the
development of colon-specific systems. Furthermore, pectin (P) and cellulose nanofibers
(CNF) were used to guarantee resistance in acidic environments and avoid burst release
of 5-ASA. The objective of this work was to co-encapsulate PROB Lactobacillus
rhamnosus GG (Culturelle®) and 5-ASA by spray-drying using RS/P/CNF. AR was
obtained by retrogradation of high amylose in association with P. The dispersions
obtained were added with CNF, PROB and 5-ASA, and subjected to 18 different drying
conditions (CS), varying the inlet temperature, drying rate, suction and supply flow. The
MPs obtained were evaluated for encapsulation efficiency (EE) by UV/VIS’S
spectrophotometry, probiotic viability by colony counting in MRS medium and
morphology by scanning electron microscopy. Next, the properties of the materials were
evaluated by X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC), in vitro
mucoadhesion and in vitro release profile of 5-ASA. The MPs obtained were
approximately spherical in shape and between 1 and 10 um in size. The fine adjustment
of process variables, such as inlet temperature and aspiration rate and feed flow, allowed
obtaining MPs with high EE (up to 81.5%) and maintaining PROB viability (5.74 £ 0. 01
log CFU/g of sample), including after 30 days of storage at 4°C. XRD analysis indicated
that CS did not alter the structural properties of the formulation components, however
DSC analysis showed a reduction in the melting peak of 5-ASA, suggesting a decrease in
crystallinity. The in vitro mucoadhesion test revealed that the CS applied during the
synthesis of MPs modulates the mucoadhesion strength, which is greater with the use of
lower drying temperatures. Furthermore, the in vitro release profile showed lower release
rates (below 15%) in acidic environments, causing the greater mass of 5-ASA to be
released in intestinal and colonic environments. Thus, the development of these MPs
represents a promising strategy to promote specific release in the colon, minimizing side
effects associated with conventional treatment and potentially improving therapeutic
efficacy in the context of ulcerative colitis.

Keywords: ulcerative colitis; colon-specific delivery; 5-ASA; probiotics; retrograded
starch; microparticles.
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1. INTRODUCAO

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) sdo enfermidades caracterizadas por
inflamacGes cronicas que acometem o sistema digestivo (MOLODECKY et al., 2012).
Elas podem atingir varias regides do intestino, sendo as principais o ileo e o intestino
grosso (BAUMGART; SANDBORN, 2012). As principais doengas que compdem essa
classe sdo: retocolite ulcerativa (RCU) e a doenga de Crohn (DC) (MOLODECKY et al.,
2012). Enquanto a RCU se restringe as mucosas, acometendo o reto e o coélon
(BARBOSA, 2018), a DC pode atingir, de forma descontinua, qualquer regido do trato
gastrintestinal (TGI) (BAUMGART; SANDBORN, 2012). Apesar de bem estudadas, as
causas ainda ndo foram completamente esclarecidas (LAUTENSCHLAGER et al., 2014).
Porém, evidéncias disponiveis sugerem que estdo relacionadas com uma resposta
inflamatdria incomum a microrganismos presentes na microbiota do TGI, resultantes de
desordens imunoldgicas do paciente (ABRAHAM; CHO, 2009). Além disso, indicios
apontam que essas doencas resultam de interacfes genéticas do paciente com 0 meio
ambiente, tais como condi¢des sanitarias e de higiene improprias, uso de
anticoncepcionais orais e antibidticos, infeccdes intestinais por helmintos, mudancas
bruscas na dieta alimentar e o estresse fisico e mental (ABRAHAM; CHO, 2009;
DANESE et al., 2004).

Estudos sugerem que habitantes de regifes urbanas e industrializadas sdao mais
propensos a apresentar, de forma geral, doencas autoimunes, como as DIl (SOUZA et al.,
2021). Dos cerca de 70.000 novos casos registrados por ano em todo o mundo
(KESHARWANI et al., 2018), a maior frequéncia ocorreu no norte da Europa e Estados
Unidos, onde, de 2012 a 2017 a incidéncia variou de 15,7 a 24,3 casos a cada 100.000
pessoas ao ano, respectivamente (MOLODECKY et al., 2012; SHIVASHANKAR et al.,
2017). Na América do Norte, de 1981 a 1994 (LOFTUS, SANDBORN, 2002), as DIl
afetaram aproximadamente 1,4 milhdo de pessoas (ABRAHAM; CHO, 2009). A
associacdo entre a ocorréncia de DIl e urbanizacéo é evidenciada quando se analisa dados
de outras regides do mundo, incluindo o Brasil (LOGAN; BOWLUS, 2010). Na América
do Sul e Africa essas doencas eram consideradas raras. Porém, nos paises onde, de forma
geral, houve melhoria das condi¢bes socioecondmicas, houve também aumento
progressivo da incidéncia (ELIA et al., 2007; VILELA et al., 2022).

Do ponto de vista celular, existem fatores que sugerem o agravamento das DII.

Geralmente a evolucdo da doenca estd associada a alteragcbes na homeostase imune em
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decorréncia de defeitos na barreira mucosa da regido acometida, resultando em secregéo
de endotoxinas e translocacdo bacteriana (KHOR et al., 2011; NEURATH; TRAVIS,
2012). Em condigdes patologicas, varios tipos de barreiras epiteliais do célon podem
sofrer danos (SCHULZKE et al., 2009; KOTLA et al.,2018) em decorréncia de reducéo
da resisténcia do epitélio intestinal e diminuicdo das proteinas de juncGes paracelulares,
como as claudinas e ocludinas. Como consequéncia, a permeabilidade a ions e agua
aumenta nos locais lesionados. J& o0 aparecimento de les6es da mucosa, apoptose e necrose
esta relacionado ao aumento de liberac@o de espécies reativas de oxigénio (EROSs), fator
de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1B (IL-1B) e intérferon-gama (IFN-y). O
processo de apoptose pode permitir erosdes, ulceras, vazamentos locais e aumento da
transcitose e aumentar a captacdo de antigenos e bactérias (KOTLA et al., 2018;
SCHULZKE et al., 2009).

As opcOes terapéuticas convencionais para DIl envolvem principalmente a
administracdo oral de anti-inflamatérios, sendo a mesalazina (5-ASA) a primeira escolha,
que visa manter o tempo de remissdo 0 maior possivel, além de prevenir episédios de
inflamacdo. Se ndo tratada, a DIl pode agravar-se com sintomas mais intensos, como
sangramento retal, anemia, espasmo gastrointestinal, ndusea, febre, fadiga e perda de peso
e apetite (KULKARNI et al., 2022). Em casos mais avangados, os pacientes com DIl
podem apresentar erosoes epiteliais, ulceracdes e fibrose (KOTLA et al., 2018) que
podem progredir para cancer colorretal (LEE et al., 2019).

Vérias alternativas tém sido propostas para o direcionamento de farmacos para o
célon, tais como o uso de pro-farmacos, de sistemas de liberacdo pH- e/ou tempo-
dependentes, e os ativados pela microbiota colénica. Na atual terapia da DIl aprovada
pela US Food and Drug Administration (FDA), o 5-ASA ¢ incorporado em formas
farmacéuticas baseadas em polimeros especificos que apresentam diversos mecanismos
de gastroresisténcia e/ou vetorizagio para os intestinos. Como exemplo, cita-se 0 Asacol®
(pH-responsivo), Colazal® (um pro-farmaco com reducéo enzimatica), Mezavant® (pH-
responsivo) e Pentasa® (tempo-dependente) (KOTLA et al., 2018; PALUMBO et al.,
2016). Tais medicamentos frequentemente tem sua eficdcia comprometida devido ao
tempo insuficiente de ativacdo em casos de diarreia, bem como alteracdo dos valores de
pH das sec¢des gastrintestinais acometidas, além de estarem associados a incidéncia de
efeitos adversos e colaterais, 0s quais também podem estar relacionados ao sistema
transportador no caso dos pré-farmacos (YE; VAN LANGENBERG, 2015). Dessa
forma, a eficacia destes sistemas é limitada (ZHANG; MERLIN, 2018) e até dois ter¢os
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dos pacientes ndo respondem satisfatoriamente ao tratamento e necessitam de cirurgia
(SHAH et al., 2020). Além disso, nesta terapia os anti-inflamatdrios sdo administrados
em altas dosagens e por periodos prolongados, o que leva a efeitos colaterais adversos
sistémicos (SHAH et al., 2020). A baixa eficacia do tratamento e os efeitos adversos
graves ocorrem devido a rapida absor¢cdo da maior parte do farmaco na porcéo jejunal,
com a porcéo restante sendo liberada continuamente em todo o TGI. Como resultado,
apenas cerca de 20% do farmaco administrado atinge efetivamente o c6lon (COTTONE
etal., 2011).

Nesse contexto, a busca por novos sistemas de liberacao célon-especificos para o
5-ASA ¢ urgente (SARDO et al., 2019) e uma alternativa importante consiste em
empregar alternativas que explorem o potencial dos polissacarideos como ingredientes
farmacéuticos inertes para a fabricacao de sistemas nano e microparticulados (KOTLA et
al., 2018). Estes podem ser associados a microrganismos probioticos para gque, além do
efeito farmacoldgico do 5-ASA, possam beneficiar 0s pacientes dos efeitos
complementares dos microrganismos probiéticos (CELIBERTO et al., 2017).

Vaérios estudos tém demonstrado beneficios importantes do uso de probioticos
como adjuvantes no tratamento tradicional da DIl (COQUEIRO et al., 2019). O uso de
probidticos foi associado a remissdo ou atenuacgdo dos sintomas, bloqueio da angiogénese,
reducdo da inflamacéo, reforgo da barreira intestinal e redugéo do tempo de recuperacao
da doenca (CELIBERTO et al., 2017; CHEN et al., 2013; GHASEMIAN et al., 2018;
KRUIS et al., 2004; MARDINI; GRIGORIAN, 2014; MINGMONGKOLCHAI;
PANBANGRED, 2018; PALUMBO et al., 2016; WIEERS et al., 2020;). No entanto, o
seu potencial terapéutico tem sido prejudicado por desafios como estabilidade limitada,
viabilidade e liberacdo direcionada. A estratégia de vetorizacdo de farmacos diretamente
no colon por meio de microparticulas tem sido estudada no tratamento da DIl (LI et al.,
2023). A utilizacdo dessas estruturas é potencialmente promissora, devido a capacidade
dessas particulas de penetrar na camada mucosa e no epitélio intestinal afetado pela
doenca (COLLNOT et al., 2012). Essas particulas protegem farmaco e probioticos da
degradacdo e permitem que eles atinjam o cdlon afetado em altas concentraces,
conferindo efeitos farmacoldgicos prolongados e maximizados, minimizando os efeitos
colaterais adversos (ZHANG; MERLIN, 2018). Assim, hd uma demanda crescente pelo
desenvolvimento de novos sistemas baseados em microtecnologias (SHAH et al., 2020).

Estudos apontam que o uso de polissacarideos biodegradaveis por enzimas

secretadas pela microbiota col6nica constitui um caminho eficiente para contornar esses
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desafios, permitindo a liberacdo das moléculas de interesse no célon, regido alvo para o
efeito terapéutico desejado (MENEGUIN, 2021). O amido retrogradado (AR), um amido
modificado, tem sido considerado um forte candidato como insumo farmacéutico inerte
de liberacdo col6nica (MENEGUIN et al., 2018, 2014). Essa fracdo do amido ndo é
digerida nas porcOes superiores do TGI, sendo metabolizada apenas no colon,
desestruturando o sistema carreador e promovendo a liberacao célon-especifica (HTOON
et al., 2010; MENEGUIN et al., 2018). A pectina (P), um polissacarideo extraido
principalmente de frutos citricos, tem sido associada ao processo de retrogradacao,
aumentando o rendimento do AR, além de também ser digerida pela microbiota coldnica
(MENEGUIN et al., 2018, 2017, 2014). No entanto, sua elevada hidrofilia permite que
pequenas concentracbes de farmaco sejam liberadas prematuramente no meio gastrico
(MENEGUIN et al., 2018).

Como estratégia, a associacdo de nanofibras de celulose (NFC) ao excipiente
coldnico de AR/P para a obtengdo de microparticulas por spray drying levou a diminuicao
da liberacdo do 5-ASA no meio gastrico e duodenal e aumento da concentracdo do
farmaco em meio coldnico (MENEGUIN et al., 2021). Tal comportamento foi atribuido
ao fato dos feixes de nanofibrilas, longos e flexiveis (20-50 pum x 100 pum) e com dominios
cristalinos e amorfos (MULLER et al., 2013), dispersarem-se aleatoriamente
estabelecendo alto grau de interagdo NFC-polimeros e NFC-farmaco, podendo aumentar
consideravelmente as propriedades mecanicas, de barreira e controle das taxas de
liberacdo. Assim, pequenas proporcdes de NFC adicionadas como reforco em compasitos
poliméricos podem modular a velocidade de liberagcdo do farmaco no local de acéo
(MANDAL; CHAKRABARTY, 2015).

Nesse sentido, parece evidente que a co-encapsulacdo do 5-ASA e probidticos por
spray-drying, utilizando a blenda célon-especifica AR/P reforcada com NFC, parece uma
estratégia racional para o tratamento localizado da RCU, a qual deve possibilitar a
otimizacdo das propriedades terapéuticas deste farmaco, com menor incidéncia de efeitos
colaterais e adversos. Apesar do processo de microencapsulacéo por spray-drying ocorrer
através da evaporacdo de solvente a partir de goticulas poliméricas atomizadas em
ambiente sob altas temperaturas (BURGAIN et al., 2011), a literatura mostra claramente
sua seguranca para 0 processamento de compostos termolabeis, como € o caso dos
probidticos e proteinas.

Nas DII, ocorre uma acelera¢do no tempo de transito, presente nos episodios de

diarreia. Dessa forma, os sistemas que abordam a liberagcdo dependente do tempo por
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meio de intumescimento ou ruptura de revestimento podem ndo ser totalmente adequados
na terapéutica. Nesse sentido, reduzir o tamanho das formas farmacéuticas administradas
pode ser uma estratégia tecnologica promissora para superar o tempo de transito
acelerado. Ao diminuir o tamanho, as particulas se comportam como em uma fase liquida,
permanecendo um tempo maior na regido afetada. Nesse contexto, surgem como
alternativa os sistemas microparticulados, identificados como estratégias promissoras na
administracdo de farmacos direcionados ao colon. Apesar disso, as alteracdes fisioldgicas
e patologicas ocasionadas pelas DIl em células e tecidos, na perda de funcdes de barreira,
nos danos ao muco e nas alteracdes no equilibrio da microbiota, devem ser investigadas
em conjunto, facilitando o desenvolvimento de um sistema de liberagdo cdlon-especifico
adequado (DOS SANTOS et al., 2021).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Classificagéo das DIl

As principais doencas caracterizadas como DIl séo a retocolite ulcerativa (RCU)
e a doenca de Crohn (DC) (MOLODECKY et al., 2012; OKA; SARTOR, 2020). Esses
dois subtipos das DIl apresentam diferengas entre si na extenséo das regides afetadas e
nos sintomas mais comuns. A RCU se restringe as mucosas, podendo acometer o reto e
parcialmente ou totalmente o célon, condicdo essa conhecida como pancolite. E
caracterizada por inflamac6es na regido afetada, podendo evoluir para ulceragdes locais
(BARBOSA, 2018). J& a DC pode acometer, de forma descontinua, qualquer regido do
trato gastrintestinal (TGI) (BAUMGART; SANDBORN, 2012), com maior frequéncia o
ileo e o cdlon. Podem ocorrer surgimento de granulomas intestinais, estenoses e fistulas,
padrdo que ndo se verifica na RCU. Em casos mais avancados, alguns pacientes
acometidos pela DC podem apresentar quadros de psoriase, erosGes no epitélio,
ulceracdes e fibrose (ABRAHAM; CHO, 2009; KOTLA et al., 2018).

Com a progressdo da doenca, o paciente acometido ndo consegue manifestar
reacdo imunoldgica satisfatoria para se defender dos antigenos que agridem o local
exposto (CARVALHO et al., 2022; FERREIRA et al., 2021). O curso da doenca pode
ser imprevisivel, mas geralmente é marcado por periodos alternados de ocorréncia e
remissdo, podendo exigir hospitalizacdo. Risco de desenvolvimento de cancer colorretal
também esta associado a ocorréncia de retocolite ulcerativa (BRENTNALL, 2003; LEE
et al., 2019). A doenca foi descrita como dispendiosa e de cura desconhecida
(KESHARWANI et al., 2018). O avanco das DIl provoca mudangas evidentes na
fisiologia das regides afetadas. Uma delas é a reducédo nos valores de pH, de 6,0 a 7,2 de
um c6lon normal, para a faixa de 2,3 a 5,5 para o célon acometido. Também foram
relatadas mudancas enzimaticas no meio, com reducdo da microbiota, como as espécies
bacteroides, bifidobactéria e Escherichia coli. Por sua vez, parece evidente um aumento
de Eubacterium, além da aceleracdo do transito intestinal colénico com ocorréncia de
diarreia (KOTLA et al., 2018). Ainda, é importante destacar que tal desequilibrio na
microbiota, tecnicamente conhecido por dishiose, é intensificado com o uso cronico de

medicacdes destinadas ao tratamento das DII.

2.1.2 Retocolite ulcerativa (RCU)
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A RCU foi reconhecida como uma doenca pela primeira vez em 1859 por Samuel
Wilks (WILKS, 1859). Caracteriza-se por inflamagéo difusa do intestino grosso, restrita
a mucosa e submucosa e limitada ao colon e reto. O envolvimento da mucosa é continuo
e ascendente, e a transicdo entre tecidos afetados e normais é bem demarcada (FUMERY
et al., 2018). A classificacdo da RCU varia de acordo com a sintomatologia, conforme
mostrado na Figura 1. Dependendo da extensdo do colon afetado, a colite € classificada
como proctite ou colite esquerda, ambas as condicbes afetando partes do célon, ou
pancolite, afetando todo o célon. A proctite afeta cerca de 30 a 60% dos pacientes com
RCU e a colite esquerda é observada na faixa entre 16 e 45% das pessoas afetadas.
Proctite é a situacdo em que a colite acomete o reto, associada ou ndo a sangramento retal
e tenesmo. A colite esquerda pode afetar o reto, o sigmoide e o colon descendente, e esta
associada a diarreia sanguinolenta e colicas abdominais intensas. Finalmente, a colite
extensa (pancolite) é a condicdo em que a colite afeta todo o 6rgdo e esta presente em 15
a 35% dos pacientes. Inclui todas os sintomas acima, alem de fadiga e febre (UNGARO
etal., 2017).

PROCTITE COLITE ESQUERDA COLITE EXTENSIVA
30-60% dos pacientes 16-45% dos pacientes 15-35% dos pacientes

Sangramento retal Diarreia sanguino'enta e colica Sintomas anteriores
e tenesmo abdominal severa mais fadiga e febre

Figura 1. Classificacdo da RCU com incidéncia e principais sintomas. Fonte: LOPES et
al., 2023.

A principal caracteristica da pancolite é a diarreia com rapido fluxo de contetido
intestinal através do colon inflamado causando les@es ulcerativas na parede interna deste

Orgdo. As crises de diarreia podem ser pos-prandiais ou mesmo noturnas, acompanhadas
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de sangramento retal, dor abdominal, febre, emagrecimento, fadiga, tenesmo (sensagédo
de evacuagdo incompleta) e mal-estar geral (BAUMGART; SANDBORN, 2007;
BOIRIVANT; COSSU, 2012; FLYNN; EISENSTEIN, 2019; FURMERY et al., 2018).
Quanto maior a gravidade da inflamacéo, maior a quantidade de diarreia, uma mistura de
sangue e fezes (FLYNN; EISENSTEIN, 2019). Casos mais graves de RCU, envolvendo
sangramento intenso, ocorrem em cerca de 10% dos pacientes com colectomias urgentes,
e cerca de 1% de todas as pessoas afetadas apresentam pelo menos uma ocorréncia de
sangramento macico, que pode exigir intervencdo cirargica (BECKER, 1999). As
principais complicacbes da RCU compreendem sintomas como megacolon toxico,
enterorragia e colite aguda grave (FUMERY et al., 2018). Riscos mais altos de
desenvolver cancer colorretal também estdo associados a RCU (BRENTNALL, 2003;
LEE et al., 2019), que pode aumentar em 2,2% em casos gerais de DIl e 7,0% em casos
de RCU de longo prazo (HARTWIG et al., 2021).

2.1.3 Doenca de Crohn (DC)

A DC foi relatada pela primeira vez em 1932 por Burrill B. Crohn, Leon Ginzburg
e Gordon D. Oppenheimer (CROHN et al.,, 1932). A DC pode atingir de forma
descontinua qualquer regido do TGI, desde a boca até o anus, mais frequentemente o ileo
e 0 colon (BAUMGART; SANDBORN, 2012). Os sintomas mais comuns sdo episodios
recorrentes de diarreia, febre, dor abdominal intensa e perda de peso, prejudicando a
qualidade de vida dos pacientes (STEVENS; LOWE, 2002).

No inicio da DC, ha hipertrofia da mucosa e submucosa intestinal, que modifica
as pregas transversais normais, alterando o aspecto de Ulceras hemorrégicas, que evoluem
para fissuras. Na fase crénica ha edemas na submucosa e ulceras fissuradas (STEVENS;
LOWE, 2002). Assim, a DC causa alteracdes histoldgicas, formacédo de edema, reducéo
das células produtoras de muco, hiperplasia das criptas intestinais, erosdes, ulceracdes
profundas e agregados linfoides (ROBBINS; COTRAN, 2001). Em casos de
complicacBes, podem ocorrer granulomas intestinais, fistulas, estenoses, abscessos
(HARTWIG et al., 2021) e perfuracdo intestinal, padrdo que ndo € observado na RCU.
Na DC, o aumento da atividade das células T auxiliares 1 (Thl) e 7 (Thl7) leva a
inflamacéo disfuncional e altera a resposta do sistema imunoldgico intestinal, resultando
na liberag&o excessiva de citocinas como TNF-alfa, interferon-gama, IL-12, IL-3 e IL-17
(Pinho, 2008). Portanto, um estimulo ambiental em uma pessoa com predisposi¢do

genética para DC pode induzir um desequilibrio imunologico de Th1l ou 17 em relagdo as
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células T reguladoras (células Treg), situacdo que pode favorecer o aparecimento da
doenga (GOMES et al., 2018).

2.2 Incidéncia e prevaléncia das DIl no mundo

As DII apresentam distribuicdo global. Diante disso, a epidemiologia € bastante
utilizada, referindo-se a frequéncia e distribuicdo da doenga em populacGes especificas
(WALDMAN; ROSA, 1994). Os parametros utilizados s&o incidéncia e prevaléncia
(SZKLO, 2002). A incidéncia mede o0 nimero de casos novos gque ocorrem em uma
populacdo de individuos, inicialmente saudaveis, durante um determinado periodo
(WAGNER, 1998), e a prevaléncia a proporcao de individuos afetados em uma populagao
em um determinado periodo de tempo. A prevaléncia pode ser entendida como uma
fotografia ou registro pontual em um intervalo de tempo (SZKLO, 2002), referindo-se a
casos novos e existentes da doenca na populacdo. No caso da RCU, a incidéncia e

prevaléncia podem ser observadas nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Incidéncia de RCU no mundo. Fonte: KAPLAN, 2015. The global burden of
IBD: from 2015 to 2025. 2015. Disponivel em

https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/IBDG2016r/UCinc_G.html. Acesso em 23 de
setembro de 2022.
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Figura 3. Prevaléncia de RCU no mundo. KAPLAN, 2015. The global burden of IBD:
from 2015 to 2025. 2015. Disponivel em
https://people.ucalgary.ca/~ggkaplan/IBDG2016r/UCpre_G.html. Acesso em 23 de
setembro de 2022.

A evolucdo epidemioldgica das DIl pode ser separada em quatro estagios:
emergéncia dos casos, aceleragdo da incidéncia, agravamento de prevaléncia e equilibrio
de prevaléncia. A emergéncia de casos é representada por relatos de casos esporadicos.
A aceleracdo na incidéncia ocorre ao aumentar, mantendo-se a prevaléncia relativamente
baixa. O agravamento da prevaléncia reflete um aumento constante na populacéo que vive
com DI, apesar da estabilizacdo ou mesmo de um declinio na incidéncia. Em 2020, os
paises em desenvolvimento estavam na fase de emergéncia, 0s paises recém
industrializados estavam na fase de aceleracdo da incidéncia e as regies ocidentais estao
na fase de prevaléncia agravada. As regides ocidentais acabaram por fazer a transicao
para a fase de equilibrio de prevaléncia, na qual a prevaléncia acelerada se estabiliza a
medida que a populagdo com DIl envelhece (KAPLAN; WINDSOR, 2021).

Estudos sugerem que individuos caucasianos e habitantes de regiGes urbanas e
industrializadas sdo mais propensos a serem acometidos por doengas autoimunes em
geral, incluindo DIl (SOUZA et al., 2021). Em paises altamente industrializados da
América do Norte e Europa Ocidental, a DIl é considerada um grave problema de satde
publica (KESHARWANI et al., 2018; LEDDIN et al., 2014).

Desde o primeiro reconhecimento da RCU em 1859 (WILKS, 1875) e da DC em
1932 (CROHN et al., 1932), suas incidéncias aumentaram substancialmente na Europa,
Reino Unido e Ameérica do Norte (NG et al., 2017). Em meados do século 20, a incidéncia

aumentou progressivamente na América do Norte, Australia e Nova Zelandia. Em 2015,
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a prevaléncia de DIl no mundo ocidental foi de aproximadamente 0,5% da populacéo
geral (KAPLAN, 2015) e, em 2017, estimou-se um total de 6,8 milhdes de pessoas
afetadas, 57% mulheres e 43% homens (HARTWIG et al., 2021). Em 2018,
aproximadamente 70.000 novos casos foram registrados por ano em todo o mundo
(KESHARWANI et al., 2018). Mais recentemente, foi relatado que em paises da América
do Norte, da Europa e da Oceania estéo registrando uma estabilizacéo na incidéncia, mas
uma prevaléncia cada vez maior (KAPLAN; WINDSOR, 2021; WINDSOR; KAPLAN,
2019).

As DII afetaram aproximadamente 1,4 milhdo de pessoas nos EUA, com as
maiores taxas de incidéncia na faixa etaria de 15 a 30 anos, durante os anos 80 e 90
(ABRAHAM; CHO, 2009; LOFTUS; SANDBORN, 2002) Em 2019, estimava-se que
mais de dois milhdes de norte-americanos viviam com DI, e é previsto que a populacao
de acometidos se aproxime dos quatro milhdes até proximo de 2030 (COWARD et al.,
2019; WINDSOR, KAPLAN, 2019), sendo normalmente diagnosticada em individuos
entre 18 e 35 anos de idade (WINDSOR, KAPLAN, 2019). De 2012 a 2017, a incidéncia
anual variou de 15,7 casos por 100.000 pessoas na América do Norte a 24,3 na Europa
(MOLODECKY et al., 2012; SHIVASHANKAR et al., 2017). Observou-se que mesmo
em é&reas tradicionalmente de baixa prevaléncia, como Brasil (QUARESMA et al., 2019),
Coreia do Sul e China (KHAN et al., 2019), houve aumento da incidéncia de DIl apds
processos de urbanizacado e desenvolvimento (LOGAN; BOWLUS, 2010). Paises recém-
industrializados na Asia, Africa, América do Sul e Oriente Médio também documentaram
um aumento progressivo da DIl nas Gltimas décadas (KAPLAN, 2015; KAPLAN,
WINDSOR, 2021; UNGARO et al., 2017; WINDSOR, KAPLAN, 2019), em taxas
superiores a 14,9% (PORTER et al., 2020), muito acima das taxas da Europa e América
do Norte, 0 que é mais uma evidéncia de que a ocorréncia de DIl esta associada as
atividades de industrializacdo e urbanizagdo (MOLODECKY et al., 2012; NG et al.,
2017) e provavelmente como resultado da exposi¢cdo a uma taxa geralmente aumentada
de poluicdo do ar (ZHANG,; L1, 2014).

2.3 Incidéncia e prevaléncia das DII no Brasil

Pelo fato de as DIl ndo serem de notificacdo obrigatoria pelos agentes de saude e
ndo existir um banco de dados integrado de pacientes portadores da patologia, dados de
incidéncia e prevaléncia sdo incompletos, limitando a estudos epidemioldgicos
abrangentes a nivel nacional (ELIA et al., 2007; GUEDES et al., 2022; SOUZA et al.,
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2021). Essas enfermidades acometem pessoas economicamente ativas na faixa etaria
entre 0s 20 e 69 anos de idade (BRITO et al., 2020) com alta morbidade. Os periodos de
agravamento, as inUmeras complicacdes e 0 aspecto crénico dessas doencgas tornam a
evolucdo e o tratamento complexos e custosos, gerando impactos psicolégicos e
econémicos ao paciente, sua familia e a sociedade (OLIVEIRA et al., 2010). Maior
namero de internagdes por DII tem sido verificado nas regides Sul e Sudeste do que nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, sabidamente menos industrializadas. Enquanto
0 custo meédio das internacdes na Regido Norte é de R$ 467,33, no Sudeste é de R$
834,19, refletindo a maior quantidade de recursos diagnosticos e terapéuticos disponiveis
nesta Ultima regido (GUEDES et al., 2022).

No Brasil, houve um aumento acentuado na incidéncia de DC nos ultimos 40 anos.
A‘incidéncia, que era de 0,08 em 1988, aumentou para 5,48 em 2015, por 100.000 pessoas
(WINDSOR; KAPLAN, 2019). Estudos indicam que essas enfermidades ndo sdo tao
raras como se acreditava ha alguns anos, com aumento da incidéncia nas Ultimas décadas,
com forte associacdo ao grau de desenvolvimento socioecondmico regional. Em 2007,
Elia e colaboradores conduziram andlise descritiva dos perfis social, clinico, laboratorial
e antropomeétrico de pacientes com DII, internados em um hospital universitario do Rio
de Janeiro. O tempo médio de internacéo esteve em 6,5 dias. Do total de pacientes, 93%
eram oriundos de um polo industrial proximo a capital e todos possuiam saneamento
basico nas residéncias. Além disso, nenhum paciente era analfabeto e 76,8% haviam
completado o ensino fundamental (ELIA et al., 2007). No tocante a renda mensal,
verificou-se que 41,9% (18 familias) dos acometidos recebiam até 1 salario-minimo,
41,9% recebiam entre 1 e 5 salarios minimos, e apenas 2,3% (1 familia) recebia entre 6 e
10 salarios minimos. Observou-se, assim, grande impacto das DIl na renda familiar,
reduzindo o ganho financeiro dos pacientes, afastados do emprego por conta da
internacdo, sobrecarregando sua familia. Segundo os autores, os elevados custos
econémicos do tratamento das DIl se devem ao uso prolongado de medicamentos,
necessidade de complexos e iniUmeros exames diagnosticos, internacbes hospitalares
frequentes e, muitas vezes, necessidades de realizacdo de procedimentos cirlrgicos
(ELIA et al., 2007).

Em 2015, Parente e colaboradores realizaram um estudo retrospectivo em um
hospital no estado do Piaui, nordeste do Brasil, entre janeiro de 2011 e dezembro de 2012.
Foram avaliados 252 pacientes com DII, dos quais 152 (60,3%) pacientes apresentavam

RCU e 100 (39,7%) pacientes estavam acometidos por DC. A propor¢do de mulheres
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para homens foi de 1,3:1,0 com idade média de 35,2 anos. Os pesquisadores tambem
observaram que a maioria dos pacientes era parda (171; 67,9%), possuia ensino superior
(157; 62,4%), residia em zona urbana (217; 86,1%) e tinha menos de 40 anos (97; 62,5).
%). Verificou-se que a taxa de ocorréncia anual aumentou de 0,08 para 1,53 casos/105
habitantes/ano durante o periodo do estudo, e a taxa de prevaléncia foi de 12,8 casos/105
habitantes em 2012. Os pesquisadores concluiram que houve um aumento notavel na
frequéncia de DII na éarea de estudo nas ultimas duas décadas precedentes ao estudo
(PARENTE et al., 2015).

Em 2019, Moreira e colaboradores analisaram 162.894 casos notificados em todo
0 pais no periodo de 2008 a 2017. Maiores incidéncias foram verificadas nas regides Sul
e Sudeste e menores na regido Norte (MOREIRA et al., 2019). Em um outro estudo,
Vilela e colaboradores analisaram dados de 2017 a 2020 obtidos do Sistema Unico de
Salde (SUS). Os autores detectaram aumento de notificacdes no periodo entre 2017 e
2019, com queda em 2020 devido, a subnotificacdes causadas pela pandemia do novo
coronavirus Sars-Cov-2 (VILELA et al., 2022), muito provavelmente desestimulando as
pessoas acometidas a procurar auxilio medico. De acordo com Vilela e colaboradores, as
grandes diferencas regionais observadas no Brasil também podem ser devidas a
diferencas entre regides no que diz respeito a facilidade de acesso ao sistema de saide e
a qualidade de atendimento médico (VILELA et al., 2022).

2.4 DIl no estado de Séo Paulo

No estado de S&o Paulo, entre 1986 e 1990, a incidéncia geral de DIl era de 1,0
por 100 mil pessoas. De 2001 a 2005 os dados existentes estdo separados por classe de
DIl, com a incidéncia por 100 mil habitantes de 4,5 acometidos por RCU e 3,5 por DC
(VICTORIA et al.,, 2009). No periodo compreendido entre 2008 e 2017, foram
identificados 162.894 casos, sendo 59% RCU e 41% DC, com média de idade de 42 anos.
Do total de acometidos, 59% eram mulheres. A prevaléncia de DIl foi de 80 por 100 mil
habitantes, sendo 36 para DC e 46 para RCU por 100 mil habitantes, respectivamente. A
maior prevaléncia de DIl foi no estado de Sdo Paulo (144/100 mil habitantes) e a menor
foi no estado do Amapa (6/100 mil habitantes). Os dados foram colhidos a partir do
DATASUS e revelaram que, em 2017, as taxas de entrada de DIl para a populacéo total
foram 3 vezes maiores que as estimadas para 2008 (MOREIRA et al., 2019).

Em 2020, Brito e colaboradores analisaram dados do Ministério da Saude sobre

internacdes por DC e RCU, correspondentes ao periodo de 2009 a 2019. De um total de
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46.546 internacfes, 0 maior nimero de casos ocorreu na regido sudeste com 21.100
internagdes e, dessas, 61,51% corresponderam ao Estado de Séo Paulo. Houve tendéncia
de aumento da incidéncia ao longo do tempo, padréo similar ao de outros paises (BRITO
et al., 2020).

Em um outro trabalho conduzido no Estado de S&o Paulo, entre 2012 e 2015, foi
verificado que 53,83% dos pacientes acometidos por DIl apresentavam RCU. Foram
estudados 22.638 pacientes, de 0 a 97 anos, de ambos os sexos. A taxa média de
incidéncia, para a RCU, foi de 7,16 casos novos por 100.000 habitantes/ano, enquanto a
prevaléncia foi de 28,3 casos em 100.000 habitantes, representando um aumento em
relagdo a anos anteriores (Fig. 4). As faixas etarias que apresentam maiores taxas de
incidéncia e prevaléncia foram verificadas entre 20 e 60 anos, com maior acometimento

do sexo feminino, sendo observadas em grandes centros urbanos (GASPARINI, 2018).
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Figura 4. Distribuicdo percentual de pacientes acometidos por RCU, por regides do
Estado de S&o Paulo (Brasil), entre os anos de 2012-2015. Fonte: GASPARINI, 2018.

2.5 Fatores predisponentes
Vaérios fatores ambientais, fisioldgicos, habitos do paciente e psicoldgicos estdo
associados a ocorréncia de DII, conforme descrito na Figura 5.
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Figura5. (A) fatores de risco para DIl e (B) principais diferencas entre RCU e DC. Fonte:
LOPES et al., 2023.

Vaérios fatores fisicos, fisioldgicos e psicoldgicos estdo associados a ocorréncia de
DIl. Embora de etiologia desconhecida, ha evidéncias sugerindo que a patogénese da DIl
estd associada a suscetibilidade genética, resposta imune individual, ambiente externo e
microbiota intestinal (ANANTHAKRISHNAN, 2015; ZHANG; LI, 2014), conforme
Figura 5A. Como fatores predisponentes, condi¢des sanitarias e higiénicas, interacdo do
ambiente com a genética do paciente, ocorréncia de infec¢des intestinais por helmintos,
mudancas bruscas na dieta, uso de medicamentos como anticoncepcionais orais, terapia
de reposicdo hormonal, anti-inflamatorios ndo esteroides sdo fatores predisponentes
citados como fatores predisponentes, estresse fisico e mental (ABRAHAM; CHO, 2009;
DANESE et al, 2004; UNGARO et al, 2017) e tabaco (Fig. 2)
(ANANTHAKRISHNAN, 2015; BOIRIVANT; COSSU, 2012; ZHANG; LI, 2014).

O déficit de vitamina D, importante no metabolismo do célcio, também pode
favorecer o aparecimento de DIl (ANANTHAKRISHNAN, 2015), a atividade fisica, ao
contréario do sedentarismo, reduz o risco de DC em 44%. Os distlrbios do sono podem
ser determinantes no desenvolvimento da fase ativa da doenca (ANANTHAKRISHNAN,
2015), e a poluicdo do ar, que esta relacionada ao aumento dos leucocitos
polimorfonucleares (PMN) circulantes, contribui para a ocorréncia de DIl (ZHANG,; LI,
2014). Alem disso, mudangas bruscas na dieta, uso de medicamentos como

anticoncepcionais orais, terapia de reposi¢do hormonal, anti-inflamatdrios ndo esteroides,



32

exercicios fisicos e estresse mental (UNGARO et al., 2017) e consumo de tabaco
(ANANTHAKRISHNAN, 2015; ZHANG; LI, 2014) s&o citados como fatores
predisponentes (ANANTHAKRISHNAN, 2015; UNGARO et al., 2017; ZHANG,; LI,
2014).

Historicamente, a década de 1930 foi a época em que gastroenterologistas e
psiquiatras sugeriram pela primeira vez que eventos e experiéncias emocionais da vida
poderiam estar relacionados a exacerbagdo de sintomas intestinais (KEEFER et al., 2008),
bem como em recidivas (ARAKI et al., 2020). O processo de estresse pode estimular a
alteracdo das fungdes motoras, secretoras e sensoriais do TGI, bem como os limiares para
percepcao da dor, favorecendo a permeabilidade intestinal e a exacerbagdo inflamatoria.
Acredita-se que em quase 75% dos pacientes com DII, eventos de estresse ou a prépria
personalidade dos pacientes sejam os principais contribuintes para o desenvolvimento dos
sintomas (SAJADINEJAD et al., 2012).

Entende-se que as consequéncias do estresse psicoldgico para a satde intestinal
sdo mediadas por vias neuroenddcrino-imunes relacionadas ao eixo cérebro-intestino,
especificamente o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) e o sistema nervoso
simpatico, que podem interagir diretamente com o sistema imunoldgico (SAJADINEJAD
et al., 2012), levando a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, ativacédo de macrofagos,
alteracdo da permeabilidade e microbiota intestinal (ANANTHAKRISHNAN, 2015;
ZHANG; LI, 2014). Nao apenas os perfis das citocinas IL-1p, IL6, IL10, IL4 ¢ TNFa,
mas também do hormonio cortisol (BERNSTEIN et al., 2010; MAWDSLEY;
RAMPTON, 2005) sdo alterados pelo estresse. Os mastécitos da mucosa podem ser
ativados pelo estresse, gracas a sua comunicagdao com os neurdnios do TGI, por meio da
liberacdo de eicosanoides, serotonina e IL-6, situacdes que podem favorecer o
aparecimento de DIl (SAJADINEJAD et al., 2012).

O estresse psicolégico estimula a secrecdo do fator liberador de corticotrofina
(CRF) das partes central e periférica do SNC (hipotdlamo e coértex adrenal,
respectivamente). A CRF central regula o sistema ACTH-cortisol enquanto a CRF
periférica influencia diretamente a motilidade gastrointestinal. Em geral, o CRF, por meio
do estresse como gatilho, inibe a motilidade gastrointestinal superior e estimula a
motilidade do célon, de modo que sintomas como dor abdominal e alteracdo na funcao
intestinal podem ocorrer nas DIl sem atividade significativa da doenca (SAJADINEJAD
et al., 2012). Além disso, as DIl e o estresse podem estar associados a alteracoes

estruturais e funcionais nas estruturas limbicas que podem resultar em exacerbagdo dos
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sintomas, devido a regulacéo das vias autonémicas e enddcrinas do eixo cérebro-intestino
(AGOSTINI et al., 2011; MORAIS et al., 2021). O estresse psicoldgico também pode
aumentar a permeabilidade intestinal, possivelmente como resultado de alteracbes no
sistema nervoso colinérgico e na funcdo dos mastécitos da mucosa. Essa permeabilidade
alterada reduz a funcdo de barreira da mucosa e altera a interacdo hospedeiro-bactéria
(SAJADINEJAD et al., 2012).

2.6 DI e outras doencas

Em geral, pode-se supor que qualquer virus (incluindo o novo SARS-CoV-2)
infectando os tecidos intestinais e/ou entrando no corpo do hospedeiro, por meio de
receptores localizados nos enterdcitos intestinais, pode ser um gatilho para o
aparecimento de DIl em individuos com uma predisposicdo genética para desenvolver
DIl (DVORNIKOVA et al., 2021).

A entrada do novo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) em uma celula hospedeira por
meio de sua ligacdo a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) no intestino induz
uma resposta inflamatoria excessiva com agravamento da doenca (DVORNIKOVA et
al., 2021). As vias intracelulares e extracelulares para a existéncia de uma resposta imune
foram estabelecidas combinando o resultado da infecgdo com SARS-CoV-2 e o
desenvolvimento e progressdao da DII. Duas vias moleculares intracelulares para a
transferéncia de material genético para a célula hospedeira endossémica e membrana
citoplasmatica foram consideradas, cada uma levando a ativacdo de respostas imunes
inatas e adaptativas, formacéao de uma reacdo inflamatdria e aumento da expressao de pro-
citocinas inflamatorias. Ap6s uma infeccao pelo virus SARS-CoV-2, a célula Thl produz
uma serie de citocinas de alto nivel, incluindo IL-2, IL-7, IL-6, G-CSF, IP-10, MCP-1,
MIP-1A e TNF-a, que leva ao desenvolvimento de uma “tempestade de citocinas” (WU
et al., 2020), que pode afetar o curso da DIl em pacientes com COVID-19 por meio de
um aumento da inflamacéo descontrolada e progressdao da DIl (DVORNIKOVA et al.,
2021).

2.7 Imunopatogénese das DI

Prejuizos na integridade da barreira epitelial intestinal podem ser o primeiro passo
para o aparecimento de DII. Em individuos imunologicamente saudaveis, a comunicagédo
entre as células do epitélio do sistema imune inato e adaptativo garante a homeostase

intestinal (KHOR et al., 2011). O epitélio, composto por células e mucosa intestinal, é a
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primeira barreira de defesa do organismo contra a invaséo de patégenos (ZHANG et al.,
2020). Por meio de processos de sinalizagdo, o epitélio permanece em contato com a
microbiota intestinal em estado de tolerancia imunolégica, que € mantido por amostragem
constante por meio de células apresentadoras de antigenos (APCs) (GUO et al., 2020) de
material luminal do intestino, como como antigenos, que desencadeiam a resposta imune,
regulada pelos linfocitos T (células T reg) (HARTWIG et al., 2021). Estudos em modelos
animais indicam que o equilibrio entre as células Th17 e Treg, responsaveis pela produgdo
de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias, é essencial para a homeostase
intestinal e é diretamente afetado pelo conteudo da microbiota normal (KHAN et al.,
2019).

Em um individuo saudavel, a camada epitelial é renovada a cada dois ou trés dias.
A renovacao inclui apoptose e descamacéo dos enterdcitos das regides criptograficas do
colon e das estruturas das vilosidades do intestino delgado. Se esse processo de renovacgéo
for interrompido, a integridade epitelial pode ser prejudicada e pode ocorrer inflamagéo
cronica (WALLACE et al., 2014). Variacdes genéticas, imunoldgicas, mas também
microbiologicas, afetam o equilibrio de renovacdo, com distarbios nesse processo
contribuindo para o aparecimento de disturbios gastrointestinais, como as DIl (KHOR et
al., 2011). Assim, defeitos na integridade epitelial podem favorecer a patogénese da DI
pela livre passagem de microrganismos e desencadear o inicio de uma resposta imune
(WALLACE et al., 2014).

Além dos enterocitos, a microbiota sinaliza as células imunes inatas na lamina
prépria por meio dos receptores de sinal de moléculas de reconhecimento de padrdes
(WALLACE et al., 2014). Para viabilizar esse mecanismo, 0 reconhecimento de
antigenos microbianos por meio da acdo de receptores semelhantes a tolls (TLRs) é
fundamental. Além desses receptores, a presenca de receptores citoplasmaticos do tipo
NOD é essencial para iniciar a fagocitose desses microrganismos (ROGLER et al., 2018).
Falhas nesse mecanismo resultam em deficiéncias na eliminacdo de bactérias e seus
produtos, levando a invasdes microbianas patogénicas e progressdo da DIl (ZHANG; LI,
2014). Esses sinais demonstraram ser necessarios para a homeostase normal e resisténcia
a lesdes. Citocinas, como interferon-gama (IFN-y), interleucinas IL-17 e IL-22,
organismos patogénicos e bactérias comensais afetam o epitélio regulando a integridade
e a funcdo da barreira (WALLACE et al., 2014). Assim, a evolucdo da RCU esta
associada a alteracbes na homeostase imune do intestino decorrentes de defeitos na

barreira mucosa da regido afetada, 0 que aumenta a permeabilidade tecidual, levando a
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secrecdo de endotoxinas e translocacdo bacteriana, contribuindo para o estabelecimento
da inflamagé&o crénica (KHOR et al., 2011; ZHANG et al., 2020).

As barreiras epiteliais coldnicas também podem ser danificadas por uma
diminuicdo da resisténcia epitelial e das proteinas da juncéo paracelular, como claudinas
e ocludinas. Consequentemente, a permeabilidade a ions e agua nos locais lesados
aumenta. O aparecimento de lesdes, apoptose e necrose da mucosa esta relacionado ao
aumento da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), fator de necrose tumoral
(TNF-0), IL-1B e IFN-y. O processo de apoptose pode permitir erosdes, Ulceras,
vazamentos locais, aumento da transcitose e aumento da captacéo de antigenos e bactérias
(KOTLA et al., 2018). Na fase de exacerbacdo das DIl, ocorre aumento da producédo de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a (COSTELLO et al., 2017).
Além disso, distarbios nas células epiteliais intestinais, como as células de Paneth
(CADER & KASER, 2013), que produzem substancias antimicrobianas e fatores de
crescimento (WALLACE et al., 2014), estdo relacionados a importantes fatores de risco
genético para DIl e podem levar a inflamacéo intestinal (CADER & KASER, 2013).

Existem muitos fatores que explicam o agravamento das DII. A via de sinalizacéo
TLR4, um subtipo de receptores toll-like, influencia esse processo. Lu et al. relataram que
0 TLR4 causa efeitos destrutivos nos tecidos epiteliais intestinais e ulceragdo em
pacientes com RCU, devido a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias que agravam a
inflamacéo intestinal (LU et al., 2018). A inflamacéo, associada a via de sinalizacéo
TLR4, pode favorecer a ativacdo da microbiota intestinal oportunista e patogénica, e
mudangas na diversidade da microbiota. Portanto, podem levar a uma intensa reacao,
estimulando a expressdo de citocinas e induzindo a progressdo da doenca
(DVORNIKOVA et al., 2021).

2.7.1 O sistema imunoldgico intestinal (SII)

O SII evoluiu na presenga de microrganismos, como mostra a Figura 6. Essa
interacdo fornece protecdo contra uma ampla gama de agentes infecciosos, necessarios
para o desenvolvimento normal das fungbes imunes (CADER & KASER, 2013). As
células de defesa da mucosa intestinal toleram as bactérias residentes da microbiota, mas
defendem o organismo contra a invaséo de microrganismos patogénicos (ZHANG et al.,
2020). Varios componentes do sistema imune da mucosa estdo envolvidos na patogénese
da DII, como as células epiteliais intestinais, células linfoides inatas, células inatas

(macrofagos/mondcitos, neutréfilos, células dendriticas e natural killer) e células
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adaptativas (células T e B celulas) com seus mediadores secretados (citocinas e
quimiocinas) (WALLACE et al., 2014). Células como macréfagos e NK produzem
citocinas durante as respostas imunes inatas, ao passo que sdo produzidas por linfécitos
T na imunidade adaptativa. Portanto, a resposta imune ¢ dividida em duas classes - as

respostas imunes inata e adaptativa.
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Figura 6. Esquema ilustrativo mostrando o dinamismo entre o sistema imunoldgico e a
microbiota intestinal. KOBAYASHI et al., 2020, com permisséo.

2.7.2. O sistema imunoldgico inato (S11In)

O SlIn é aprimeira linha de defesa, fornece uma resposta protetora imediata contra
infeccBes e também auxilia no inicio da resposta imune adaptativa. E inespecifico e ndo
confere imunidade duradoura (meméria) (SCHOULTZ & KEITA, 2019; ZHANG; LI,
2014). E composto pela barreira epitelial (células epiteliais intestinais), macréfagos,
monacitos, neutrofilos, células dendriticas e natural killer (células NK), eosinofilos e
basofilos, que atuam em conjunto para iniciar a inflamacdo através da secrecdo de
citocinas, quimiocinas e agentes antimicrobianos (WALLACE et al., 2014). A imunidade
inata comeca com o0 reconhecimento de antigenos microbianos por meio de receptores
TLR e NOD-like (ZHANG; LI, 2014), o que leva a fagocitose de células e
microrganismos, apresentacdo de antigenos e ativacdo do sistema imune adaptativo

(WALLACE etal., 2014). As celulas dendriticas podem conter e desencadear inflamagao
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através da ativacdo de células T e secrecdo de citocinas, respectivamente (CADER &
KASER, 2013).

O conceito de inflamagéo pode ser entendido como uma sequéncia de eventos que
desencadeiam aumento da temperatura local, dor, edema, dilatacdo capilar e eritema.
Apds o primeiro contato com o patdgeno, celulas de defesa como macrofagos e
mastdcitos secretam substancias como citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas e
fragmentos do complemento, que sdo mediadores inflamatorios, o que leva ao
recrutamento de neutrofilos e proteinas plasmaticas em direcdo ao foco da infeccdo. Os
mediadores promovem a vasodilatacdo dos vasos sanguineos locais e auxiliam na
quimiotaxia dos neutrofilos circulantes no sangue. A reagdo inflamatoria classica pode
ser explicada pelo acumulo de células e liquido na regido da inflamacdo, edema,
hipersensibilidade local e aumento da vermelhiddo cutdnea no local (DELVES et al.,
2013). A migracdo de neutréfilos do sangue para a mucosa colénica é um importante
marcador de inflamacdo, e a extensdo da infiltracdo de neutrofilos é diretamente
proporcional a gravidade da DIl (BRESSENOT et al., 2015). Além disso, os macrofagos
tém a funcdo de manter a homeostase tecidual, regulando os processos de apoptose e
produzindo fatores de crescimento. Em estudos feitos com camundongos que
apresentaram colite induzida por DSS (sodium dextran sulfato), o namero de macr6fagos
(células Mac2+) foi muito maior do que o numero de neutréfilos (células MPO+),
indicando que os macréfagos podem ter uma influéncia mais intensa na progressao da
DIl do que os neutrofilos (WANG et al., 2017).

As células linféides inatas (ILC) sdo um grupo de células imunes pertencentes a
familia das células efetoras hematopoiéticas, as quais pertencem as células NK
(WALLACE et al., 2014). As ILCs desempenham papéis nas barreiras superficiais do
intestino, orquestrando a imunidade antimicrobiana, a remodelacdo tecidual e a
inflamacdo. As células T auxiliares especificas do antigeno e as células NKT também
contribuem para a inflamacéo intestinal (CADER & KASER, 2013). Os ILCs séo
entendidos como contrapartes inatas dos linfocitos T auxiliares, pois secretam citocinas
como aquelas secretadas pelas células T auxiliares do sistema imunoldgico adaptativo.
ILCs do Grupo 1 podem produzir citocinas associadas a células Th1, como IFN-y; ILCs
do grupo 2 produzem citocinas Th2, como IL-5 e IL-13; e as ILCs do grupo 3 secretam
citocinas do tipo Th17, como IL-17 e IL-22, sendo as ILCs do grupo 3 que desempenham
um papel fundamental na inflamacao das DIl (WALLACE et al., 2014). Além disso, 0s

ILCs sdo mediadores da resposta inflamatdria induzida por 1L-23 no c6lon (PORTER et
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al., 2020), o que permite novas abordagens para estudos sobre a origem dos processos

inflamatdrios nas DII.

2.7.3. O sistema imunoldgico adaptativo (SIA)

O SIA ¢ composto por linfdcitos (células T e B) que, quando ativados, geram
respostas efetoras, por meio de citocinas e anticorpos, respectivamente (WALLACE et
al., 2014). Ao contrério do Slin, o SIA ¢ altamente especifico e confere imunidade
duradoura (memdria). A resposta imune adaptativa depende do numero e tipo de
linfécitos, sendo mais lenta que a resposta inata (SCHOULTZ & KEITA, 2019) e
geralmente é mais eficaz em casos de infec¢do. Além da especificidade e diversidade de
reconhecimento, é uma resposta especializada e apresenta tolerdncia a autoantigenos.
Estas sdo caracteristicas importantes da imunidade adaptativa.

Acredita-se que o SIA seja o principal contribuinte para a patogénese da DIl (DE
MATTOS et al., 2015), sendo as células T as principais envolvidas na inflamacéao
intestinal. Apds a ativacao, as células T virgens (ThO) se diferenciam em células Thl, Th2
ou Thl7 por meio de células apresentadoras de antigeno. Esses trés tipos de células
alteram a homeostase intestinal e levam as DII. Eles aumentam o acesso de sinais
imunoestimulantes ao tecido linfdide associado ao intestino e as células imunes
residentes. Células imunes locais, incluindo células dendriticas, macréfagos e linfocitos
inatos, respondem secretando um coquetel de citocinas pré-inflamatorias para recrutar
ainda mais células imunes. A ndo apresentacdo de antigenos leva a um aumento do
processo infeccioso devido a ndo identificacdo do patdgeno, estimulando uma reacgdo
inflamatoria que danifica ainda mais o intestino (HARTWIG et al., 2021).

Estudos demonstraram que os linfécitos Th17 e outras células produtoras de IL-
17 influenciam a inflamacdo intestinal. A IL-17 e a IL-22 podem estar relacionadas com
a inducdo de colite, uma vez que iniciam e amplificam a inflamacéo local e ativam
mecanismos contrarregulatérios direcionados as células epiteliais intestinais (DE
MATTOS et al., 2015). As células Th1l e Th17 sdo conhecidas por secretar citocinas pro-
inflamatorias IL-17, IFN-y e TNF que contribuem para a inflamagao nas DII ao estimular
a producdo de TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18 por macrdfagos, células endoteliais e
mondcitos (PAZMANDI et al., 2019). As células Th1 s&o induzidas por IL-12 e secretam
IFN-y, TNF-a e IL-12. As células Th2 secretam citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Foi
demonstrado que pacientes com RCU produzem quantidades aumentadas de IL-5 e tém

células T natural killer (NKT) atipicas que secretam grandes quantidades de IL-13.
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Entende-se que as respostas Th1/Th17 impulsionam a patogénese da DC, enquanto a
RCU é impulsionada por respostas Th2, com alta IL-4, IL-5 e IL-13 (PORTER et al.,
2020; WALLACE et al., 2014).

Existem subconjuntos de células Th, como células Th9 produtoras de IL-9, células
Th22 produtoras de 1L-22, células T auxiliares foliculares e células Treg. Além disso,
pensava-se que as células Th, uma vez diferenciadas, raramente poderiam se diferenciar
em outros subconjuntos Th, um conceito conhecido como plasticidade entre as células
Th. Todos estes estdo associados a patogénese das DIl (WALLACE et al., 2014). T-
helpers produzem citocinas pro-inflamatdrias através da via de sinalizacdo NF-kB. A
célula Th17 produz as citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, IL-21, TNF- ¢ MCP-1, que
atraem linfécitos e leucdcitos da mucosa intestinal para o local da infecgdo (LI et al.,
2020).

Os avangos sugerem que as células Th1l7 emergiram como importantes
contribuintes para a patogénese das DIl (WALLACE et al., 2014). As células Th17 sdo
um subconjunto de células T auxiliares que s&o induzidas por IL-6 e TGF-B, expandidas
por IL-23 e caracterizadas pela secrecdo de grandes quantidades de IL-17A, IL17F, IL-
21 e IL-22. A familia de citocinas IL-17 inclui seis membros: IL-17A-F. IL-17A e IL-
17F sdo 50% semelhantes em sua estrutura de aminoacidos, enquanto IL-17B, IL-17C e
IL17D tém menos homologia. Os principais efeitos pro-inflamatorios da IL-17A e IL-
17F sdo a ativacdo de varios alvos celulares, incluindo o epitélio, endotélio,
mondcitos/macrdfagos, fibroblastos e neutréfilos que causam a indugdo de TNF-a, IL-
1B, quimiocinas (CXCL8, CXCL9, CXCL10), GM-CSF, G-CSF, IL-6 e metaloproteases.
Existem dois subconjuntos principais de células Th17: células Th17 que produzem IL-17
e celulas Th1/Thl7 que produzem IFN-y e IL-17. Em compara¢do com o normal, 0s
pacientes com RCU tém niveis aumentados de transcritos da mucosa intestinal de IL-17A
e a lamina propria contém ndmeros aumentados de células Thl7 e Th1/Thl7. Foi
demonstrado que a IL-17A inibe diretamente as células Thl e suprime o desenvolvimento
da inflamacdo (WALLACE et al., 2014). O papel proeminente das células Th17 nas DIl
esta relacionado a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-17A, IL-17F, 1L-21 e IL-
22) que atuam em varios tipos de células, incluindo células epiteliais, fibroblastos e
monocitos/ macrdfagos, neutrofilos, culminando na inducéo da inflamacéo. Os linfocitos
T reguladores, por outro lado, sdo o tipo de célula que equilibra as reagdes inflamatorias
por meio da secre¢ao de mediadores anti-inflamatérios, como TGFp e IL-10 (HARTWIG
etal., 2021).
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O TNFa ¢é uma das principais citocinas pro-inflamatorias que atuam nas DI,
produzida por macrofagos ativados, mondcitos e linfécitos T, apresentando alto nivel
tanto intestinal quanto sistémico. E responsavel pela destruigio da barreira intestinal com
aumento da permeabilidade devido a diminuicdo da coesdo das juncdes apertadas, mas
também apoptose das células epiteliais intestinais (DE MATTOS et al., 2015). Assim,
uma das possiveis causas da manifestacdo da doenca é observada como a perda da barreira
de tight junctions e defeitos na protecdo da camada de muco. Além disso, uma
suscetibilidade da mucosa ou defeito na amostragem do antigeno luminal intestinal, por
meio de processos de autofagia, pode levar a ativacdo da resposta imune inata, mediada
pelo aumento da atividade do receptor toll-like (HARTWIG et al., 2021). O excesso de
TNFa induz a secre¢do de outras citocinas, incluindo IL-1 e IL-6, produzidas
principalmente por mastdcitos, macréfagos e neutrofilos (SCHOULTZ & KEITA, 2019).
A IL-1 desencadeia processos inflamatdrios locais, além de estar envolvida na indugéo
de febre, hipotensdo e na estimulacdo da producdo de anticorpos apds a imunizagdo
(COMINELLI & PIZARRO, 1996). A producéo de IL-6 ativa diferentes respostas Th17
e Th2, que exacerbam a inflamacéo e afetam a funcao da barreira intestinal (SCHOULTZ
& KEITA, 2019).

2.8 Microbiota intestinal e disbiose nas Dl

A microbiota intestinal € uma comunidade complexa e diversificada de
microrganismos que habitam o trato digestivo humano (HUA, 2020). Esta comunidade
inclui bactérias (do filo Eubacteria e Archaea), virus e fungos (GOMAA, 2020). Em
individuos saudaveis, esses microrganismos desempenham papéis importantes na
manutencdo da salde do sistema digestivo e do corpo como um todo. Além de auxiliar
na digestdo, a microbiota intestinal também esta envolvida em uma variedade de outros
processos fisiologicos, incluindo regulacdo e ativacdo do sistema imunolégico,
metabolismo e até funcéo cerebral (GOMAA, 2020; MORAIS et al., 2021). A microbiota
intestinal saudavel também funciona como um 6érgdo homeostatico participando da
sintese de &cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), em processos de fermentacdo de
polissacarideos ndo digeridos, sintese de vitaminas (como B e K), producéo de energia e
prevencdo de infecgbes causada por microrganismos patogénicos (GOMAA, 2020;
KHAN et al., 2019).

Ao contrario do estbmago e parte superior do intestino delgado, onde poucos

microrganismos estdo presentes, o nimero e a diversidade de espécies bacterianas
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aumentam progressivamente do jejuno ao célon (SARTOR, 2008). O numero de
microrganismos que habitam um intestino humano saudavel pode chegar a 10** UFC/mL
de contetdo intestinal (SENDER et al., 2016). No caso das bactérias, sdo mais de mil
espéecies, predominando representantes dos filos Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochetes, Tenericutes e
Verrucomicrobiota, incluindo os géneros Bacteroides, Peptococcus, Bifidobacterium,
Clostridium, Eubacterium, Streptococcus, Enterobacterium, Enterococcus, Lactobacillus
e Fusobacteria (GOMAA, 2020; HAJELA et al., 2015; KHAN et al., 2019). Essas
bactérias liberam grandes quantidades de enzimas responsaveis por desglucuronidacéo,
descarboxilagdo, reducéo de ligagdes duplas e reacdes de hidrdlise (AREVALO-PEREZ
et al., 2020), todas importantes para 0 metabolismo do organismo.

A disbiose é qualquer alteracdo na composi¢do ou capacidade funcional da
microbiota intestinal, comumente associada a diversas patologias intestinais (BUTTO et
al., 2015). Em pacientes acometidos por DII, quando comparados a individuos néao
acometidos, ha relatos que mostram que esse desequilibrio advém da reducéo do nimero
de bactérias com atividade anti-inflamatoria e aumento do nimero de bactérias com
atividade inflamatoéria (NISHIDA et al., 2018). Esse desequilibrio resulta em alteracdes
funcionais, danos no processo de fermentacdo e alteraces nos processos bioquimicos,
levando ao desequilibrio imunoldgico e até mesmo a liberacdo de farmacos (KHAN et
al., 2019; KOTLA et al., 2018). Dieta, idade, genética do hospedeiro, exercicio, consumo
de antibioticos, tabagismo e impactos geograficos sdo fatores que podem modificar a
composigdo da microbiota intestinal (GOMAA, 2020).

O perfil de disbiose mais comumente relacionado a pacientes com DIl é uma
diminuicdo no filo Firmicutes (Faecalibacterium, Blautia, Roseburia) (XU et al., 2018),
em espécies bacterianas comensais dos géneros Firmicutes (Clostridium e Enterococcus),
Bacteroides e bactérias dos géneros Lactobacillus e Eubacterium. Por outro lado,
observa-se um aumento do filo Proteobacteria pertencente a familia Enterobacteriaceae
(por exemplo, bactérias como Escherichia e Shigella) (KHAN et al., 2019; XU et al.,
2018) e um aumento consideravel de bactérias do filo Bacteroidetes (FUENTES et al.,
2017). Além disso, a inflamacéo favorece o crescimento de bactérias patogénicas como
Citrobacter rodentium e Salmonella spp. (XU et al., 2018). Essa diferenca na microbiota
pode ser observada na Tabela 1.
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Tabela 1. Relacéo entre as bactérias presentes na microbiota saudavel e na microbiota
patoldgica (disbiose).

Estdmago Intestino Colon Diminuicéo Aumento
delgado

Streptococcus Bacteroides Bacteroides spp., Bacteroides, Proteobacteria
spp., spp., Bifidobacteria, Bifidobactéria, E. (Escherichia e
Enterococcus Clostridium Clostridium spp., coli, Shigella),
spp. e spp., Prevotella spp., Faecalibacterium, Bacteroidetes,
Helicobacter Streptococcus Porphyromonas spp., Blautia, Roseburia, Citrobacter rodentium,
pylori spp. Eubacterium spp., Clostridium e Salmonella spp. e
Lactobacillus Ruminococcus spp., Enterococcus, Peptostreptococcus
spp., Streptococcus spp., Clostridium e spp..
Enterococcus Enterobacterium spp., Enterococcus.
spp. Enterococcus spp.,

Microbiota saudavel

Microbiota patoldgica (disbiose)

Lactobacillus spp.,
Fusobacteria,
Peptostreptococcus spp.

Fonte: préprio autor.

Embora a associacdo das DIl com a presenca de espécies patogénicas ndo seja
clara, a Escherichia coli aderente-invasiva (AIEC) foi detectada com maior frequéncia
em pacientes com doenca de Crohn (22%) do que em pacientes saudaveis (6,2%)
(DARFEUILLE-MICHAUD et al., 2004). Como mencionado, bactérias pertencentes aos
géneros Clostridia e Bacteroides, que sdo capazes de causar respostas anti-inflamatorias
e aumento do nimero de células T-reg através de sinais antigénicos bacterianos, como o
acido retindico de Clostridium cluster IV e XlIvVa (MUCIDA et al., 2007) e o
polissacarideo A de Bacteroides fragilis (ROUND; MAZMANIAN, 2010), foram
detectados com maior incidéncia no colon de pessoas afetadas pelas DII. Por outro lado,
Faecalibacterium prausnitzii, que pertence ao filo Firmicutes, foi menos frequente em
pacientes com DIl do que em controles saudaveis. Essa bactéria foi associada & menor
gravidade da recorréncia endoscopica apds ressec¢do em humanos e, em camundongos,
a menor gravidade dos sintomas de colite (MARTIN et al., 2014; SOKOL et al., 2009).

Também foi demonstrado que a dieta do paciente exerce forte impacto na
microbiota intestinal, o que pode influenciar na incidéncia da doenga. Dietas envolvendo
alta ingestdo de proteinas animais e gordura saturada correlacionaram-se com a presenca
de Bacteroides spp. patogénicos, e aquelas envolvendo consumo de carboidratos e fibras
correlacionaram-se com a presenca de Prevotella spp. (DAVID et al., 2014; WU et al.,
2011). Além das bactérias, as DIl também podem envolver desequilibrios nas populagdes
de virus, Archaea e fungos. Bacteriofagos pertencentes a familia Caudovirales tiveram

maior incidéncia em pacientes com DC e RCU e a suscetibilidade de camundongos a
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colite induzida quimicamente foi influenciada por uma resposta imune alterada a fungos
nativos no intestino (ILIEV et al., 2012; NORMAN et al., 2015).

E importante destacar que a disbiose é intensificada com o uso cronico de
medicamentos destinados ao tratamento das DII, como os anti-inflamatdrios que incluem
a amplamente utilizada mesalazina (KAUFMAN et al., 2009; XU et al., 2018),
antibioticos, laxantes e habitos alimentares, que podem alterar a secre¢do de enzimas no
célon (KOTLA et al., 2018). Por meio de episodios constantes de evacuacao, as proprias
DIl também pode contribuir para a disbiose (GUARINO et al., 2020).

2.9 Tratamento farmacoldgico das DIl

O é&cido 5-aminossalicilico, também conhecido como 5-ASA ou mesalazina (Fig.
7) e pertencente a classe dos aminossalicilatos € o farmaco de primeira escolha para o
tratamento da DIl leve a moderada (TAVARES JUNIOR et al., 2023).

O
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Figura 7. Estrutura quimica do 5-ASA (mesalazina).

De acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a mesalazina
¢ a um farmaco pertencente a classe IV, apresentando baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. Sua solubilidade é sensivel ao pH e a capacidade tampé&o, enquanto a sua
biodisponibilidade pode variar dependendo das formas farmacéuticas (ZHANG et al.,
2022). Ainda de acordo com o SCB, a mesalazina também € considerada insoltvel em
etanol 96%. O farmaco dissolve-se em solugdes diluidas de hidréxidos alcalinos e em
acido cloridrico diluido. A solubilidade em meio de HCI 0,1 M é maior do que 18 mg/mL,
enquanto que em meios de tampao fosfato com pH 6,0 e 7,2, os valores de solubilidade
séo, respectivamente, de 1,2 mg/mL e 5,5 mg/mL (TENJARLA, 2015). Seu log p possui
um valor de 0,98 possui dois pKa em 2,3 e 5,69. A sua formula molecular é CyH7NOse a
sua massa molecular é de 153,12 g/mol (THE BRITISH PHARMACOPOEIA, 2013),
com ponto de fusdo em 286,16°C (NEWTON et al., 2012) e meia vida é de 1,4 a 6 horas,
de acordo com o sistema de liberagdo (QURESHI; COHEN, 2005)
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O 5-ASA tem sido administrado através das vias oral, por meio de capsulas ou
comprimidos com revestimento entérico, por via parenteral, através de injecOes
subcutaneas ou intravenosas, ou por via retal, com auxilio de supositdrios ou enemas
(KOTLA et al., 2018). Nos casos leves e moderados de DII, grande parte dos pacientes
responde ao tratamento com aminossalicilatos (FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; HO et
al., 2015; KOTLA et al., 2018; SU et al., 2019a).

Além do 5-ASA, a sulfassalazina (um pro-farmaco da mesalazina) é utilizada
como alternativa nessas mesmas condicdes de DIl (BAUMGART et al., 2005; KOTLA
et al., 2018). A sulfapiridina e o acido 5-aminosalicilico (5-ASA) compdem a
sulfassalazina (GIONCHETTI et al., 2003). No c6lon, a sulfassalazina € clivada por
bactérias presentes na microbiota, liberando o 5-ASA, responsavel pela atividade anti-
inflamatdria e a sulfapiridina (QURESHI; COHEN, 2005), que gera efeitos colaterais
(DESREUMAUX; GHOSH, 2006) como nauseas, vomitos, dor abdominal, cefaleia
(FROES, 2012).

Existem situacdes em que os pacientes nao respondem ao uso de aminossalicilatos
(SU et al.,, 2019a). Em casos moderados ou graves, € comum a administracdo de
corticosteroides, como dexametasona, tiopurinas (azatioprina) ou inibidores de
calcineurina (ciclosporina) (BAUMGART et al., 2005; KOTLA et al., 2018). Prednisona
(HO et al., 2011; SU et al., 2019a) e budesonida também s&o empregados (BERNSTEIN
etal., 2016; FEUERSTEIN; CHEIFETZ, 2014; SU et al., 2019a). Ganho de peso, edema,
insdnia, labilidade emocional, psicose, acne, osteoporose, catarata, glaucoma, estrias,
miopatia, suscetibilidade a infecgdes, esteatose hepética, hipertensdo arterial sistémica,
Diabetes mellitus e pancreatite aguda sdo relatados como efeitos colaterais (FROES,
2012). Existem doentes resistentes aos esterdides, necessitando da administracdo de
farmacos imunossupressores como azatioprina, tacrolimus ou metotrexato (HO et al.,
2011; SU et al., 2019a). O uso de azatioprina pode, por sua vez, causar febre, nauseas,
vomitos, dor abdominal, depressao medular, alteracdes nas enzimas hepaticas e aumento
do risco de linfoma ndo Hodgkin e de alopecia por metotrexato, pneumonite, alteracdes
da funcio hepética, fibrose hepatica e teratogenicidade (FROES, 2012).

Em pacientes com atividade RCU acentuada, o tratamento parenteral consiste no
uso, em nivel hospitalar, de corticosteroides, terapia biologica e ciclosporina.
Dependendo da situagdo, o infliximab, um anti-TNFa, pode ser administrado (FROES,
2012). O tratamento com azatioprina ou imunoterapia anti-TNF-o ou vedolizumabe ¢

usado nos casos em que a doenca é frequentemente recidivante (HARTWIG et al., 2021).
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Se os pacientes ndo responderem a terapia medicamentosa e a doenca evoluir para casos
extremos de perfuracéo intestinal, megacdélon hemorragico e toxico, pode ser necessaria

uma intervencao cirtrgica (colectomia) (FROES, 2012).

2.9.1 Mecanismos de acdo da mesalazina

Acredita-se que a mesalazina atue na mucosa intestinal (MACDERMOTT, 2000;
NIKOLAUS et al., 2000) atraves de uma combinacdo de efeitos anti-inflamatérios. Os
mecanismos de acdo da mesalazina se caracterizam pela inibicdo da producdo de IL-1
(RACHMILEWITZ et al., 1992), pela reducdo da sinalizacdo do receptor de TNF-a
(KAISER et al., 1999), pela inibicdo da cicloxigenase (bloqueando a producdo de
prostaglandinas) e pela inibicdo da 5-lipoxigenase (bloqueando a producdo de
leucotrienos) (ABDU-ALLAH et al., 2016; BANTEL et al., 2000; DI MARIO et al.
2006; MLADENOVSKA et al., 2007), pela acdo antioxidante (AHNFELT-RONNE,
NIELSEN, 1987; STENSON, LOBOS, 1982) de eliminar radicais livres (JOSHI et al.,
2005), pela inibicdo da proliferagdo de células T, blogqueando a produgdo de IL-2
(STEVENS et al., 1995) e pela inibicdo da expresséo e ativacao das moléculas de adesao
nas células endoteliais (POOLEY et al., 1995). Esses efeitos inibitorios de processos
inflamatorios do 5-ASA podem ser esclarecidos pela sua capacidade de inibir a ativagdo
do fator nuclear kf, um fator regulatorio de transcrigdo, relacionado a iniciar e manter
inflamacgdes (BANTEL et al., 2000; BARNES, KARIN, 1997; MLADENOVSKA et al.,
2007). Além disso, esse fator esta associado a sinalizagdo de citoquinas pré-inflamatorias,
quimoquinas, moléculas de adesdo e outros mediadores inflamatorios (ABDU-ALLAH
et al., 2016; BANTEL et al., 2000; DI MARIO et al. 2006; MACDERMOTT, 2000;
MLADENOVSKA et al., 2007; NIKOLAUS et al., 2000). Fatores nucleares kf} ativos
foram encontrados em macréfagos e nas células epiteliais em casos de mucosa inflamada
por RCU (ROGLER et al., 1998).

2.9.2. Adesao ao tratamento com mesalazina
As DIl requerem terapia medicamentosa longa e, em muitos casos, por periodos
indeterminados. Para o0 sucesso terapéutico é fundamental a total adesdo do paciente em
termos de tempo de tratamento e uso correto dos medicamentos prescritos (CARDOZO;
SOBRADO, 2015; MISZPUTEN, 2011; SOUZA et al., 2021), situagcdo pouco comum
(SOUZA et al., 2021). A falta de adesdo ao tratamento aumenta custos e diminui a
eficacia (TESTA et al., 2017).
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Existem estudos que comprovam a baixa adesdo ao 5-ASA na pratica clinica
mundial, variando entre 40-60% dos pacientes acometidos pelas DIl (BUCCl et al., 2017;
CERVENY et al., 2007; COENEN et al., 2016; KANE et al., 2001; KANE et al., 2003;
SHALE; RILEY, 2003).

Lee e colaboradores, em um estudo realizado em 2019, observaram que 49,8%
dos pacientes apresentam baixa adesdo ao 5-ASA oral. As justificativas mais comuns para
a ndo adesdo, relatadas no trabalho, foram as de que os 47,9% dos pacientes se sentem
incomodados em manter o plano de tratamento, e a de que “pacientes as vezes esquecem
de tomar seus comprimidos” em 44,8% dos acometidos. Além disso, este estudo mostrou
que o consumo de alcool e o tabagismo foram fatores de risco relevantes associados a
baixa adeséo ao 5-ASA oral (LEE et al., 2019).

No estudo conduzido por Tomar e colaboradores (2019), os motivos de ndo adeséo
citados pelos pacientes foram esquecimento, melhora do quadro, frequéncia de
administracdes, auséncia de efeito da medicacdo, indisponibilidade de medicamentos,
efeitos colaterais/adversos, tratamento ao longo da vida e custo do tratamento. A duragéo
da doenca em pacientes ndo aderentes foi maior do que em pacientes aderentes (TOMAR
etal., 2019).

Um estudo italiano revelou uma associagao negativa da adesao com a duragédo da
doenga e uma associac¢do significativa de ndo adesdo com esquecimento, melhora do
quadro, efeitos colaterais, frequéncia de administracGes e terapia topica com enemas em
oposi¢do & terapia oral (D’INCA et al., 2008).

Um estudo de Praga associou a ndo adesdo com maior escolaridade e efeitos
colaterais da medicacdo. Porém, a ndo adesdo diminuiu com a idade e o0s pacientes ndo
aderentes eram mais suscetiveis a desenvolverem DIl cronicamente ativas ou em
episodios de recidiva (CERVENY et al., 2007).

Segundo um estudo conduzido na india, os motivos de nio adesdo foram
esquecimento (77%), melhora de sintomas (14,2%), alta frequéncia de doses (10,1%),
nenhum efeito da medicacdo (7,8%), indisponibilidade de medicamentos (2,3%), efeitos
colaterais e medicamentos de longo prazo (BHATT et al., 2009).

Outro estudo, conduzido na Asia, revelou que, na Coreia, a ndo ades&o com idade
mais jovem, intervalos mais longos entre as consultas ambulatoriais e conhecimento
limitado da medicacdo prescrita. Além disso, 0s pacientes ndo aderentes tiveram um risco

maior de recaida de DIl do que os pacientes aderentes (SINGH et al., 2017).
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Em uma revisao sistematica de 17 estudos, sofrimento psicolégico, crencas dos
pacientes sobre medicamentos e discordancia médico-paciente foram associados & ndo
adesdo, enquanto variaveis demograficas, clinicas e de tratamento ndo foram (JACKSON
et al., 2010). A taxa de pacientes que ndo aderem ao tratamento varia com a idade, sexo,
duracdo do estimulo da doenca, custos, via de administracdo, ocorréncia de efeitos
colaterais e nivel de comprometimento da qualidade de vida (BERNAL et al., 2006;
BUCCI et al., 2017; CERVENY et al., 2007; COENEN et al., 2016; KANE et al., 2001;
KANE et al., 2003; LEE et al., 2019; SEWITCH et al., 2003; SHALE; RILEY, 2003;
SOUZA et al., 2021; TOMAR et al., 2019).

2.9.3. Problemas relacionados a terapia farmacolégica convencional das Dlls

A via oral € a mais aceita para administracdo de medicamentos, sendo a via
utilizada para aproximadamente 60% dos medicamentos de moléculas pequenas
disponiveis comercialmente (ALQAHTANI et al., 2021). E no invasiva, segura e custo-
efetiva, fatores que contribuem para o aumento da adesdo do paciente (KULKARNI et
al., 2022; ALQAHTANI et al., 2021). No entanto, no caso das DII, a eficacia das formas
farmacéuticas convencionais pode ser comprometida devido a diferentes condi¢cbes
adversas, como acidez estomacal, intestino delgado ligeiramente acido a neutro e
intestino grosso ligeiramente bésico incluindo efeitos adversos graves, falta de
direcionamento para o tecido inflamado e outros que estdo associados a estrutura
anatdmica e fisioldgica do TGI. Todo esse contexto representa um grande desafio em
formulagdes que direcionam um farmaco ao célon por via oral (KULKARNI et al., 2022).
Como foi mencionado acima, o principal tratamento de casos leves a moderados de DI
envolve o uso de medicamentos administrados por essa Vvia.

Embora seja altamente eficaz no tratamento das DIl, o 5-ASA incorporado em
formulacdes convencionais € rapida e extensamente absorvido nas porcdes superiores do
TGI, o que justifica suas administragcdes em doses muito elevadas (LOFTUS et al., 2004;
QURESHI; COHEN, 2005; SARDO et al., 2019; SINGH et al., 2021). Ao alcancar o
estdmago e intestino delgado, parte do 5-ASA (GOEBELL et al., 1993) é convertido no
metabdlito N-acetil-5-ASA, através da enzima N-acetil-transferase, metabdlito inativo
em termos de efeitos anti-inflamatorios (QURESHI; COHEN, 2005). Essa rapida e
extensa absor¢do no TGI e falhas no direcionamento da liberacdo especifica do farmaco
no colon reduz a fragdo do 5-ASA que chega no alvo terapéutico, resultando em baixa
eficacia do tratamento (NUNTHANID et al., 2008), e no estabelecimento de efeitos
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colaterais graves sisttmicos como diarreia, nausea, dor abdominal, cefaleia e vémito que
geralmente diminuem a ades&o do paciente ao tratamento (RASMUSSEN et al., 1982).

Para que a mesalazina exerca a acdo terapéutica em sua plena eficicia é
estritamente necessario que seja liberada especificamente na regido colonica (GOEBELL
et al., 1993). Isto resulta em reducéo de diversos efeitos colaterais. Além disso, a extensa
e répida absorcdo do farmaco reduz suas concentragdes disponiveis para desempenhar
efeito farmacoldgico no colon (principal regido acometida), diminuindo a eficicia do
tratamento das DII. Diante disso, faz-se necessaria a incorporacdo do farmaco a
carreadores especializados que permitam seu direcionamento para as regides inflamadas.
Isso sO é possivel com o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos
especificos para o colon. Além de uma reducdo significativa da distribuicdo indesejada
do farmaco no organismo, tal sistema permitiria reducdo da dose, diminuicéo dos efeitos
adversos e toxicos e concentragdo maxima do farmaco no alvo desejado (KULKARNI et
al., 2022).

2.9.4. Tratamento alternativo das DIl com probiédticos

Os probidticos podem ser entendidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude (KHAN et al.,
2019; SHEN et al.,, 2018). O primeiro estudo abrangente que associava moléculas
produzidas e secretadas por um microrganismo atuando como fatores que poderiam
induzir o crescimento de outro microrganismo foi publicado em 1965 (LILLY;
STILLWELL, 1965). Para que um microrganismo seja classificado como probidtico, ele
deve ser ndo patogénico ao hospedeiro, sobreviver ao transito pelo TGl e, por fim, manter
a viabilidade durante longos periodos de armazenamento (SARAO; ARORA, 2017). Os
probidticos mais utilizados pertencem as espécies de Lactobacillus, Bifidobacterium,
Escherichia, Enterococcus, Streptococcus, Saccharomyces e Propionibacterium. A
maioria consiste em bactérias produtoras de 4acido latico, como lactobacilos,
estreptococos, enterococos, lactococos e bifidobactérias. Bacillus spp. e fungos tais como
Saccharomyces spp. e Aspergillus spp. também tém sido utilizados (SARAO; ARORA,
2017).

Os probidticos fornecem beneficios importantes ao restaurar ou manter o
equilibrio da microbiota intestinal normal, inibindo o crescimento de bactérias
patogénicas, melhorando a funcgdo de barreira do intestino, promovendo a imunidade local

e interferindo positivamente nas respostas inflamatorias intestinais (NATH et al., 2018;
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SANDERS et al., 2019; SHEN et al., 2018). Em relacdo as bactérias patogénicas, 0s
probiodticos competem pelos sitios de adesdo por meio da producdo de bacteriocinas e
peptideos antimicrobianos como defensinas, lisozimas e fosfolipases (NATH et al.,
2018), fornecendo nutrientes ao corpo do hospedeiro e inibindo o processo de apoptose
do intestino células epiteliais. No geral, os probidticos podem melhorar o tratamento das
DIl e, consequentemente, a qualidade de vida dos pacientes afetados por essas doencas
(SHEN et al., 2018). Os probidticos afetam o sistema imunologico de varias maneiras.
Eles atuam aumentando os niveis de citocinas e imunoglobulinas, ativacdo de
macrofagos, aumentando as atividades das células natural killer, modulacdo autoimune e
estimulagdo imune contra bactérias patogénicas e protozodrios (GHASEMIAN et al.,
2018).

Os lactobacilos foram os primeiros probidticos a serem descobertos. Pertencem
ao grupo das bactérias acido-laticas, compreendendo 183 espécies conhecidas, com
diversas aplicagfes em processos industriais como na fabricagdo de conservantes,
aromatizantes de alimentos, medicamentos e fabricacdo de cosméticos. Este género é o
grupo dominante no sistema gastrointestinal, conforme Figura 8. Produz grandes
quantidades de acido latico e outros metabdlitos usando varias substancias como fontes
de carbono, como glicose, frutose, lactose e galactose. Eles podem ser classificados de
acordo com seu metabolismo como homofermentativos e heterofermentativos. Os
homofermentativos produzem apenas acido latico e os heterofermentativos, além do
acido latico, varios outros metabdlitos, incluindo etanol, &cido acético e dioxido de
carbono. Os lactobacilos também podem produzir metabdlitos secundérios, incluindo
bacteriocinas, exopolissacarideos e enzimas, que sdo utilizados para aumentar a qualidade
e 0 prazo de validade de alimentos fermentados (DE MELO PEREIRA et al., 2018).
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Figura 8. Fotomicrografia de probidticos da espécie Lactobacillus rhamnosus GG.
Apresenta dimensdes de 0,8 a 1,0 um de largura por 2,0 a 4,0 um de comprimento. As
setas vermelhas indicam os bacilos. GOLDSTEIN et al., 2015.

Os probidticos Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. também produzem
acidos graxos de cadeia curta (SCFA — short chain fatty acids), como acetato e propionato
que sdo acidos organicos resultantes do metabolismo de carboidratos. Esses probidticos
ndo produzem butirato, obtendo-o de bactérias comensais, como Faecalibacterium,
levando ao aumento dos niveis desse composto no intestino (SANDERS et al., 2019). O
butirato promove a motilidade do célon, reduz a inflamacéo, aumenta a irrigacéo visceral,
inibe a progressdo das células tumorigénicas e induz o processo de apoptose (RIOS-
COVIAN et al., 2016). Os SCFAs, além de atuarem como fontes de energia, também
reduzem o pH do lumen intestinal, dificultam o desenvolvimento de agentes patogénicos,
influenciam na motilidade intestinal e reduzem o cancer de colon por estimular a apoptose
de células tumorigénicas (TSAI et al., 2019). Os SCFAs também atuam como moléculas
sinalizadoras ao reduzir a producdo de citocinas pré-inflamatorias e aumentar a populacao
de células T reguladoras (Treg) no intestino grosso (CORREA-OLIVEIRA et al., 2016).

As Bifidobactérias sdo 0s microrganismos mais abundantes no TGI. Além dos
beneficios citados por outras bactérias, Bifidobacterium spp. reduz a intolerancia a
lactose, previne distdrbios gastrointestinais e diminui as concentracdes de amonia. A
presenca de ambiente e nutrientes adequados, conhecidos como “fatores bifidogénicos”,

contribui para a viabilidade e atividade das bifidobactérias (SARAO; ARORA, 2017).
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Os beneficios diretos dos probioticos no tratamento da DIl foram demonstrados
quando Vérias espécies de probioticos foram combinadas (Tabela 2). A combinagéo de
probidticos Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., utilizados em produtos comerciais
(YAO et al., 2020), pode ser benéfica para o sistema imunoldgico, auxiliando pessoas
saudaveis e alergénicas, por diminuir reacGes inflamatorias (GHASEMIAN et al., 2018)
como por exemplo no intestino. Quando Bifidobacterium mais Lactobacillus séo
combinados com espécies de Streptococcus ou com E. coli Nissle 1917, observou-se uma
remissdo de sintomas leves a moderadamente graves de RCU (KRUIS et al., 2004). Outro
estudo relatou um procedimento de metanalise para avaliar cinco estudos clinicos
envolvendo um total de 319 pacientes com RCU, nos quais a resposta terapéutica a uma
mistura composta por uma cepa de Streptococcus thermophilus, quatro de Lactobacillus
spp. e trés de Bifidobacterium spp. cepas, conhecidas como VSL#3, foram comparadas
com placebo. Os sintomas de RCU foram atenuados em cerca de 44,6% dos individuos
que receberam VSL#3, em comparacdo com uma reducdo de 25,1% no grupo placebo
(MARDINI; GRIGORIAN, 2014).

Tabela 2. Beneficios do uso de probi6ticos, isoladamente ou combinados com 5-ASA,

no tratamento da DII.

Microorganismos Beneficios Referéncias

PBOEE O 7, €1 Redugdo de inflamagdes GHASEMIAN et al., 2018
Bifidobacterium spp.

Lactobacillus and

Bifidobacterium plus Remissdo de sintomas da

Streptococcus or E. coli
Nissle 1917

Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. €
Streptococcus thermophilus
Saccharomyces boulardii

Bacillus spp.

Saccharomyces boulardii,
Akkermansia muciniphila
and Faecalibacterium
prausnitzi

Enterococcus faecium CRL
183 and Bifidobacterium
longum ATCC 15707

5-ASA plus L. salivarius, L.

acidophilus, and B. bifidum
BGN4

doenga

Atenuacao de sintomas da
doencga

Bloqueio da angiogénese
Sobrevivéncia em condi¢des
acidas

Reforca a estrutura de barreira

intestinal; Reducao de
infamacao colonica

Reducdo de inflamagdo e
ulceracdao; Aumento
populacional de Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp. no
c6lon de ratos

Reducao no tempo de
recuperagao; atenuacao de
sintomas

KRUIS et al., 2004

MARDINI; GRIGORIAN,
2014

CHEN et al., 2013
MINGMONGKOLCHALI,
PANBANGRED, 2018

WIEERS et al., 2020

CELIBERTO et al., 2017

PALUMBO et al., 2016
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Os probidticos também foram comparados ao uso tradicional de 5-ASA. Em um
ensaio clinico randomizado, a cepa de E. coli Nissle 1917 foi comparada com 5-ASA para
tratar RCU. O estudo incluiu 327 pacientes que receberam uma dose diaria do probidtico
ou 500 mg de 5-ASA trés vezes ao dia. Apds um periodo de doze meses, 0s pacientes
foram avaliados clinica, endoscopicamente e histologicamente. A cepa de E. coli Nissle
1917 foi tdo eficaz quanto a administracdo de 5-ASA. Foi verificada uma taxa de
recorréncia de 36,4% no grupo E. coli Nissle 1917, contra uma taxa de 33,9% no grupo
5-ASA (KRUIS et al., 2004). Embora o uso de probioticos possa ser téo eficaz quanto o
5-ASA tradicional, o beneficio dos probidticos pode ser ainda maior quando associados
aos anti-inflamatdérios comumente prescritos (JAKUBCZYK et al., 2020). A associagédo
do 5-ASA com uma combinacéo dos probioticos L. salivarius, L. acidophilus e B. bifidum
BGN4 resultou em menor tempo de recuperagdo dos sintomas das DIl e uma forma mais
atenuada da doenca. Ap6s mais de 2 anos de estudo, os resultados sugerem que a
suplementacdo de probioticos aos medicamentos convencionais deve ser realizada sem
interrupcdo e administrada por um longo periodo, permitindo um tratamento viavel
(PALUMBO et al., 2016).

Existem evidéncias crescentes de modelos experimentais de camundongos e de
observacdes clinicas de que a angiogénese € um componente importante da patogénese
das DIl (DANESE, 2008; PAPA et al., 2008), e a levedura Saccharomyces boulardii foi
associada a esse processo (CHEN et al., 2013). Os tecidos intestinais cronicamente
inflamados exibem alteracdes na fisiologia e nas fun¢ées microvasculares em comparagao
com os tecidos intestinais ndo afetados pelas DIIl. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e a familia tirosina quinase do receptor VEGF (VEGFRS) sdo proteinas
que modulam o processo de angiogénese. Os receptores transmembrana VEGFR tipos 1
e 2 estdo presentes nas células endoteliais e possuem alta afinidade pelo VEGF. A ligacdo
do VEGF a esses receptores leva a fosforilacdo do receptor intracelular, que ativa varias
vias de sinalizacao intracelular, levando a proliferacdo de células endoteliais e a formacéo
de vasos sanguineos (CHEN et al., 2013). O VEGF mostrou-se mais concentrado no
tecido do colon distal no modelo de colite (CHIDLOW et al., 2007), bem como em
tecidos e soros de pacientes com DC e RCU (KANAZAWA et al., 2001,
KAPSORITAKIS et al., 2003; TSIOLAKIDOU et al., 2008). Estudos conduzidos em um
modelo experimental de colite sugerem que o VEGF é um importante mediador da DII

ao promover a angiogénese intestinal e a inflamagdo (SCALDAFERRI et al., 2009).
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Portanto, agentes que inibem a sinalizacdo de VEGF/VEGFR podem ser Uteis na reducao
da inflamacdo intestinal em pacientes com DI, e foi descoberto que Saccharomyces
boulardii bloqueia a angiogénese da sinalizagdo de VEGFR e regula a inflamacdo aguda
e cronica da mucosa intestinal associada a progressdo da DIl (CHEN et al., 2013).
Existem varios outros relatos sobre os beneficios dos probidticos para tratar a DII.
Por exemplo, probidticos do género Bacillus sdo capazes de sobreviver ao ambiente hostil
e baixo pH no TGI superior para atingir o intestino delgado e secretar substancias
antimicrobianas (MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018). A levedura
Saccharomyces boulardii e as bactérias Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium
prausnitzii induziram o reforgo da barreira intestinal e reduziram a inflamagéo colonica
(WIEERS et al., 2020). A populacdo da espécie Akkermansia muciniphila, embora
classificada como microrganismo de “proxima geracao” (YAO et al., 2020), diminuiu em
individuos afetados por DIl (HAJELA et al., 2015) e parece ndo resistir ao
armazenamento e as condi¢es do TGI (YAO et al., 2020). As bactérias Enterococcus
faecium CRL 183 e Bifidobacterium longum ATCC 15707, quando administradas na
forma de bebidas a base de soja, apresentaram excelentes resultados no tratamento da
colite intestinal. Houve menor grau de inflamacdo e ulceracdo no célon dos ratos
submetidos a colite induzida, em relacdo aos grupos controle, bem como aumento da
populagéo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (CELIBERTO et al., 2017).
Nesse contexto, uma das estratégias para contornar esses problemas € através da
administracdo de microrganismos probioticos como recurso para controlar o reequilibrio
da microbiota intestinal, contribuindo para a indugdo/manutencao da remissao da doenca,
bem como impedir sua progresséo. Entre os mecanismos envolvidos nesse processo, 0s
probidticos tém a propriedade de reduzir a populacdo de microrganismos patogénicos,
modular o sistema imunolégico e promover a producdo de acidos graxos de cadeias

curtas, essenciais para proliferacao celular.

2.10 Sistemas colon-especificos

A eficécia no tratamento das DIl reside, em grande parte, na capacidade de liberar
farmacos e probidticos de maneira estavel e viavel, respectivamente, no colon, onde a
inflamacéo caracteristica dessa condi¢éo se concentra. A complexidade do TGl e a rapida
degradacdo de substancias terapéuticas ao longo do percurso intestinal destacam a
necessidade crucial de formulagfes que garantam a chegada segura e eficiente dessas

terapias a regido afetada. A busca por meétodos de liberacdo controlada, como
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revestimentos especificos ou sistemas de liberacdo célon-especifica, é imperativa para
assegurar a protecdo dos principios ativos durante o transito pelo sistema digestivo,
permitindo que alcancem o cdlon de maneira integra. A otimizag&o dessas estratégias ndo
apenas maximiza a eficacia terapéutica, minimizando efeitos colaterais sisttmicos, mas
também representa um avancgo significativo na melhoria da qualidade de vida dos
pacientes que sofrem com a DII.

A liberacédo célon-especifica tem sido considerada uma importante estratégia para
otimizacdo da atividade terapéutica do 5-ASA, aliada a menor incidéncia de efeitos
adversos (SARDO et al., 2019). Trés estratégias principais sao comumente exploradas
para a vetorizacdo de farmacos ao colon, como o desenvolvimento de sistemas com
solubilidade dependente do pH, solubilidade dependente do tempo de transito, bem como
aqueles que exploram o metabolismo da microbiota colénica (VASS et al., 2019). Além
dessas, vale destacar o desenvolvimento de pro-farmacos, desenvolvimento de sistemas
bio/mucoadesvivos e osmoticamente controlados (AREVALO-PEREZ et al., 2020;
KULKARNI et al., 2022). Porém, devido a grande variacdo das condicBes
fisi/patologicas, principalmente do tempo de esvaziamento gastrintestinal e pH luminal
no TGI, a abordagem que explora a biodegradabilidade enzimatica col6nica parece ser a
mais confiavel (SINGH et al., 2021).

Os sistemas de liberacdo col6nicos disponiveis para o 5-ASA, e comercializadas
atualmente, enfrentam dificuldades e ndo atingem a eficacia esperada no tratamento de
alguns casos de DII. Na atual terapia das DIl aprovada pela US Food and Drug
Administration, a mesalazina é incorporada em formas farmacéuticas baseadas em
polimeros especificos e que apresentam diferentes estratégias de liberagdo. Como
exemplo, cita-se 0 Asacol® (pH-dependente), Colazal® (um pré-farmaco com reducio
enzimatica), Mezavant® (pH-dependente e de liberacdo controlada) e Pentasa® (tempo-
dependente) (ZHANG; MERLIN, 2018), conforme apresentado na Tabela 3. Dentre as
alternativas, os pré-farmacos foram propostos através de estratégias de conjugacdes de
farmaco com um transportador inerte, geralmente através de ligagcdes azo (nitrogénio com
ligagdo tripla), em que bactérias especificas do colon (azoredutases) conseguem realizar
a clivagem e liberar o farmaco, sendo este ativado pela microbiota coldnica. Mesmo
extensamente pesquisados e apresentando resultados favoraveis, os pro-farmacos
enfrentam dificuldades nos frequentes casos de diarreia devido a falta de tempo habil para

clivagem de ligacdes azo.
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Tabela 3. Estratégias abordadas na liberacdo colon-especifica de farmacos.

.- Liberaca x .
Estratégia be, agao Observacao Medicamentos
de farmaco
Sitio-especificidade
Combinacéo de imprecisa devido as
Sistemas pH-  polimeros com variac@es inter-intra Asacol,
dependentes solubilidade individual e similaridade Mezavant
dependente do pH de pH entre intestino
delgado e co6lon
Solubilidade dos Sitio-especificidade
Sistemas polimeros sdo imprecisa devido a
- Mezavant,
tempo- dependentes do tempo  elevada variagdo dos Pentasa
dependentes de esvaziamento tempos de retencédo
gastrico géastrica
Cllvaggm das ligacdes Apresenta sitio-
entre farmaco e A )
i especificidade, porém
. e transportador via x Colazal,
Pro-farmacos < S pode ndo haver tempo ;
reducdo e hidrolise Dipentum

através das enzimas
colbnicas

para ativagdo em casos
de diarreia

Estratégia promissora

Sistemas Fermentagdo de G o
. . A devido a habilidade de ~
ativados pela  polissacarideos pelas . . Né&o encontrado
. ; ) . alguns polissacarideos .
microbiota enzimas de bactérias na literatura
e , serem somente
col6nica do célon

degradados no colon.
Fonte: préprio autor.

Nesse contexto, novos sistemas de liberacdo cdlon-especificos para o 5-ASA e
probidticos devem ser investigados (SARDO et al.,, 2019). Nesse contexto, 0s
polissacarideos emergem como candidatos promissores para o desenvolvimento de
sistemas terapéuticos direcionados ao célon. A complexidade estrutural e a capacidade
de modificar as propriedades fisicas e quimicas desses polimeros oferecem oportunidades

Unicas para a formulacdo de sistemas de liberacéo orais colénicos (SLOCSs).

2.10.1 Sistemas célon-especificos baseados em polissacarideos
Os polissacarideos sdo polimeros naturais, constituidos de um Unico ou de
diferentes tipos de monossacarideos. Celulose, alginato, goma ardbica, pectina
(STEPHEN et al., 2006) e amido (MENEGUIN et al.,, 2021) sdo exemplos de
polissacarideos. Apresentam vantagens como serem comuns no desenvolvimento de
formas farmacéuticas solidas, como os comprimidos e cépsulas, além de serem bem
conhecidos por possuirem baixa toxicidade e baixo custo, 0 que os tornam candidatos

promissores. Além disso, podem ser facilmente modificados a fim de se obter
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propriedades fisico-quimicas melhoradas que adicionem maior especificidade a esses
compostos (AREVALO-PEREZ et al., 2020).

Alguns desses compostos (como goma guar, pectina, inulina, alginato, quitosana
ou dextrano) sdo degradados especificamente pelas enzimas de bactérias anaerobicas
(polissacaridases) presentes no colon, o que permite a liberagdo do farmaco neste local,
favorecendo o tratamento localizado das DII. Além disso, os SLOCs apresentam também
propriedades de aderéncia nesse meio, sdo estaveis no meio &cido do estdmago,
biodegradaveis e atdxicos (KOTLA et al., 2014).

Embora apresentem vantagens tecnologicas do ponto de vista da biodegradacéo
no colon, a alta hidrossolubilidade da maioria dos polissacarideos muitas vezes limita seu
uso como excipiente em SLOCs, sendo necessério a adi¢cdo de outros componente a
formulacéo, ou ainda, a modificacdo estrutural do polissacarideo que limite a dissolucéo
do farmaco (ZAVAREZE et al., 2011). Alguns polissacarideos que vem sendo bastante
explorados para a construcdo de SLOCs sdo a quitosana (SAADATZADEH et al., 2012;
TAHARA et al., 2011), goma guar (SAWARKAR et al., 2015), pectinas (PERERA et
al., 2010; RIBEIRO et al., 2014), dextranas (BRONDSTED et al., 1998), acido
hialurénico (ZHANG et al., 2016), alginato (AGUERO et al, 2017; SAMAK et al., 2017),
goma gelana (MENEGUIN et al., 2017) e amido (AREVALO-PEREZ et al., 2020)
(CURY et al., 2009).

Outra importante vantagem agregada ao emprego de polissacarideos no
desenvolvimento de SLOCs para tratamento das DIl consiste no fato de alguns desses
compostos atuarem no célon como importantes prebidticos (GIBSON; ROBERFROID,
1995). Prebidticos sdo definidos como substratos de crescimento dos microrganismos
presentes no intestino. Os prebidticos ndo sao digeridos no intestino delgado e, ao atingir
0 intestino grosso, sdo metabolizados seletivamente por bactérias benéficas,
principalmente os lactobacilos e as bifidobactérias, as quais alteram a microbiota do
cllon. Essa alteracdo resulta em uma microbiota saudavel, permitindo uma melhoria na
salde do organismo. S8o constituidos essencialmente por carboidratos de tamanhos
diferentes, desde mono-, di- e oligossacarideos, até polissacarideos (GIBSON;
ROBERFROID, 1995). Dessa forma, os polissacarideos que atuam como prebidticos
podem minimizar os efeitos da disbiose comumente presente nos pacientes acometidos
por DIl (LAUTENSCHLAGER et al., 2014), gracas a uma alteragdo da microbiota

coldnica.
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2.10.2 Amido retrogradado
O amido retrogradado (AR), também denominado amido resistente tipo 11, é um
amido modificado obtido por tratamento hidrotérmico através do processo de
retrogradacdo (MENEGUIN et al., 2018, 2017, 2014). Englyst e colaboradores
mostraram que este tipo de amido representa uma fracdo do amido a qual pode resistir a

digestéo no intestino delgado. A Figura 9 mostra a estrutura de um amido retrogradado.
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randomica Duplas hélices

Figura 9. Esquema mostrando a formacdo de amido retrogrado. Adaptado de
HARALAMPU, 2000.

O processo de retrogradacdo do amido consiste em uma modificacdo de sua
estrutura espacial. Inicialmente, 0 amido € gelatinizado através de seu aquecimento com
excesso de agua, o que leva ao seu intumescimento, seguido do rompimento de sua
estrutura granular (HARALAMPU, 2000; KAWAI et al., 2012). Através de ciclos
alternados de armazenamento e resfriamento, o amido sofre uma reassociacdo e
recristalizagéo lenta de suas estruturas, processo conhecido como retrogradagdo (DONA
et al., 2010; ZHANG et al., 2011). Esse processo promove a estruturacdo de uma rede
tridimensional em que as cadeias poliméricas se encontram mais empacotadas e rigidas,
dificultando o acesso de enzimas as ligagdes glicosidicas.

Durante a retrogradacdo, as moléculas de amido se reorganizam e podem formar
estruturas compactas e estaveis, gracas a formacgéo de ligacdes de hidrogénio e forcas de
van der Waals com formacdo de uma estrutura metaestdvel de menor energia livre
(CHUNG et al., 2006; LIU et al., 2007) ao formar cadeias poliméricas em dupla hélice,
através de zonas de juncdo. Posteriormente a retrogradacéo, as duplas heélices se agrupam

em uma célula unitaria hexagonal. Esse processo de reacomodagdo molecular pode ser
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impulsionado pela desidratacdo, sendo que sdo estruturas termicamente muito estaveis
(HARALAMPU, 2000). Essa propriedade de estabilidade é importante para a
estruturacdo de SLOCs, em razdo da maior estabilidade térmica e baixa solubilidade em
agua desse excipiente (MENEGUIN et al., 2018).

Por ndo ser rapidamente digerido como o amido comum, o AR apresenta
beneficios biologicos (HARALAMPU, 2000) como ser metabolizado apenas no colon e
promover a liberacdo de farmacos e probidticos neste 6rgao-alvo. Além disso, ao atingir
0 intestino grosso, 0 AR torna-se um substrato para fermentacao por bactérias benéficas.
Os produtos finais sdo H, e CO, CH e acidos graxos de cadeia curta (ENGLYST et al.,
1996; HTOON et al., 2010; TOPPING; CLIFTON, 2001), que séo absorvidos e
utilizados. As altas concentragfes de butirato produzidos a partir da fermentacdo do
amido podem ser benéficas para a saude. Dessa forma, o AR pode ser considerado um
forte candidato a desempenhar a funcdo de liberacdo célon-especifica devido a sua
especificidade em ser degradado por enzimas apenas na regidao colonica (MENEGUIN et
al., 2018, 2017, 2014).

2.10.3 Pectina

A pectina (P) é um heteropolissacarideo (SRIAMORNSAK, 2011) anibnico,
extraido de paredes celulares de plantas (AREVALO-PEREZ et al., 2020),
principalmente de frutos citricos (MOHNEN, 2008). Apresenta estrutura quimica
complexa e € comercialmente importante para as industrias alimenticias e farmacéuticas.
Sua estrutura varia de acordo com as espécies, estagio metabdlico e condicfes de extracdo
(FRAEYE et al., 2010; ROUND et al., 2010). Dessa forma, é importante destacar que,
para o tratamento das DII, o uso de polimeros anidnicos, como por exemplo a pectina,
pode ser benéfico, ao promover aderéncia as proteinas carregadas positivamente nos

tecidos inflamados. A Figura 10 mostra uma ilustragdo da pectina.
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Figura 10. llustracdo mostrando a estrutura e a composicdo da pectina. MENEGUIN,
2012.

Meneguin e colaboradores avaliaram a influéncia do uso da P no processo de
retrogradacdo do amido. Os resultados indicam que seu uso em igual proporcéo a da alta
amilose (amido com maior porcentagem de amilose (70%) do que amilopectina (30%))
pode promover um rendimento de até 96% na retrogradacdo (MENEGUIN et al., 2014).
Como outra vantagem, a adicdo de P originou um material com propriedades adequadas
para formacao de filmes de revestimento, de modo que nas dispersdes contendo apenas
AR essas propriedades nao foram visualizadas devido a friabilidade do amido.

Assim, para comprovar o desempenho da dispersdo formadora de filme AR/P,
microparticulas de goma gelana carregadas com insulina foram revestidas com AR/P,
demonstrando a capacidade efetiva em controlar a glicemia de ratos diabéticos ap6s
administracdo oral, com reducdo de até 51% no sangue niveis de glicose (MENEGUIN
et al., 2018). Apesar dos resultados favoraveis do ponto de vista terapéutico, estudos de
liberacdo in vitro desses sistemas revelaram a liberagcdo prematura de insulina no fluido
gastrico simulado (SGF), o qual variou entre 18 e 32%. Tal comportamento foi atribuido
a elevada hidrofilia da P, a qual é aumentada principalmente em razéo de seu baixo grau
de metoxilagdo (LIU et al., 2007). Sabe-se que o0s sistemas gastrorresistentes
caracterizam-se por liberar ndo mais que 10% do farmaco em meio gastrico simulado
dentro de 2 h (USP 30, 2007). Nesse sentido, o avanco das propriedades dos SLOCs



60

baseados em AR/P pode ser alcancado atraves da incorporacao de nanofibras de celulose

(NFC) como reforco.

2.10.4 Nanofibras de celulose

As NFC apresentam-se na forma de feixes de nanofibrilas longas e flexiveis (20-
50 nm de didmetro x 100 um de comprimento) com dominios cristalinos e amorfos
(MULLER et al., 2013). Estes dominios permitem alto grau de interagdo NFC-polimeros
e NFC-farmaco, possibilitando aumentar consideravelmente as propriedades mecanicas e
de barreira contra a liberacdo prematura dos farmacos. Assim, com pequenas proporgoes
de NFC na preparacao € possivel modular a velocidade de liberacdo do farmaco no local
de acdo (MANDAL; CHAKRABARTY, 2015). Além disso, as NFC foram
desenvolvidas com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas, térmicas,
mecanicas e de barreira de farmacos de baixa biodisponibilidade, como por exemplo o
metotrexato (MENEGUIN et al., 2017)

Tendo em vista os SLOCs, as NFC apresentam uma caracteristica inerente
adicional. Com relacdo a blenda AR/P (amido retrogrado/pectina), a adi¢do de NFC levou
a um aumento na estabilidade térmica, gracas a sua interacdo com as duplas hélices
cristalinas de AR (MENEGUIN et al., 2017). Os resultados também mostraram uma
melhoria na resisténcia a perfuracdo, enquanto as propriedades de barreira indicaram
baixa permeabilidade a vapores de agua. Ap6s 0 processo de secagem, as fibras sdo
atraidas através de ligacbes de hidrogénio entre os grupos hidroxila presentes na
superficie da celulose, levando ao colapso dessas estruturas. Esse comportamento
dificulta a reidratacdo das NFC nos fluidos gastrointestinais, o que favorece o
prolongamento das taxas de liberagdo (MENEGUIN et al., 2021). Segundo Meneguin e
colaboradores, a presenca de NFC nas microparticulas de AR/P obtidas pelo processo de
spray-drying foi fundamental na diminuicdo do burst de liberacdo do 5-ASA em meio
gastrico e duodenal simulado, o que contribuiu para a liberacdo célon-especifica do 5-
ASA (MENEGUIN et al., 2021).

Em estudo conduzido por Kolakovic e colaboradores, as NFC também mostraram
beneficios. Os autores avaliaram a aplicabilidade das NFC na formacgdo de sistemas
matriciais para liberacdo sustentada de farmacos. As microparticulas do estudo foram
produzidas através do processo de spray-drying, carregadas com farmaco. Através dos
resultados obtidos, os pesquisadores concluiram que microparticulas contendo NFC

podem sustentar a liberacdo de um farmaco, por meio de formacao de uma rede estreita
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de fibras, o que limita a difusdo do farmaco a partir do sistema (KOLAKOQOVIC et al.,
2012).
A Figura 11 mostra a estrutura das nanofibras de celulose.

Figura 11. Nanofibras de celulose. https://nanografi.com/. c2024 Imagem adaptada e
disponivel em: <https://nanografi.com/blog/cellulose-nanofibers/>. Acesso em 15 de
dezembro de 2022.

2.10.5 Microparticulas obtidas por spray drying

Microparticulas sdo sistemas solidos com dimens@es na faixa micrométrica (1-
1000 um), frequentemente utilizadas como carreadores para a liberagcdo controlada de
substancias ativas. De acordo com a organizacdo estrutural, as microparticulas tém sido
classificadas em microesferas e microcapsulas. As microesferas sdo sistemas matriciais
esféricos, enquanto as microcapsulas sdo sistemas do tipo reservatorio. 1sso porque as
microcépsulas contém um nucleo central contendo a substancia ativa, que por sua vez é
revestido por uma camada externa (SUAVE et al., 2006). Tal revestimento proporciona
uma protecédo adicional a substéncia ativa, permitindo a liberagéo controlada ao longo do
tempo. Ambas as formas oferecem vantagens distintas em termos de estabilidade,
controle de liberacédo e aplicabilidade em diversas areas, podendo ser sintetizadas através
de diferentes métodos fisicos e quimicos, entre eles, a técnica de aspersao por spray
drying. Na sequéncia, a Figura 12 ilustra a diferenca entre uma microesfera e uma

microcapsula.
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Figura 12. llustracdo esquematica mostrando as diferencas entre uma microcapsula e
uma microesfera. Adaptado de TORRADO et al., 1992.

A técnica de spray-drying apresenta inUmeras vantagens, razdo pela qual é
amplamente utilizada pelas industrias alimenticias, quimica e farmacéutica. E uma
técnica que permite a secagem continua de grandes volumes de liquido
(GHARSALLAOUI etal., 2007), em que a taxa de alimentacéo pode variar entre algumas
libras por hora até 100 toneladas por hora. Assim, € considerada um processo
relativamente réapido e de custo relativamente baixo (BURGAIN et al., 2011) devido ao
baixo consumo de energia (SAMBORSKA et al., 2021). O custo da secagem por
pulverizacdo pode chegar a ser seis vezes menor a cada quilo de agua removida do que o
custo da liofilizacdo (KNORR, 1998), por exemplo. Além disso, a técnica é adaptavel a
amostra (GHARSALLAOUI et al., 2007), escalonavel, one-step e consistente para
formular particulas pequenas de baixa solubilidade por meio da preparacao de dispersdes
solidas amorfas.

O processo de spray-drying é uma técnica de secagem e microencapsulacéo
continuo e em etapa Unica (one-step) que consiste na evaporacao do solvente presente em
uma amostra liquida, dividida em finas goticulas, para a obtencdo de um pé seco (ZIAEE
et al., 2019). Para o processo de microencapsulacéo, as formulagdes de partida, seja na
forma de solugdo, emulsdo ou suspensdo, devem conter um agente encapsulante, também
denominado formador de parede. (SAMBORSKA et al., 2021).

Uma figura esquematica do processo de spray drying pode ser observada na

Figura 13.
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(1) Bomba peristiltica

(2) Ar pressurizado

(3) Solugiio (pitaya-maltodextrina)
(4) Bico atomizador

(5) Sensor de temperatura de entrada
(6) Entrada do gis

(7) Cimara de secagem

(8) Scnsor de temperatura de saida
(9) Coletor de residuos

(10) Ciclone para separar particulas do
fluxo de gis;

(11) Coletor do produto

(12) Filtro de saida;

(13) Aspirador

(14) Controle do sistema das variaveis
de entrada (fluxo ¢ temperatura);

Figura 13. Imagem (A) e ilustracdo esquemaética (B) do equipamento spray-dryer,
contendo fluxo de ar de secagem. https://www.researchgate.net/. c2008-2024. Disponivel
em < https://www.researchgate.net/figure/ Figura-3-Imagem-real-A-e-0-esquema-B-do-
spray-dryer fig3 361226391>. Acesso em 27 de outubro de 2023.

Esquematicamente, 0 processo de spray drying envolve quatro passos sequenciais,
0S quais sdo apresentados abaixo:

1. Formulacdo da amostra de partida: A substancia a ser transformada em po é
dissolvida, emulsificada ou suspensa em um solvente, com auxilio de excipientes do tipo
estabilizantes e polimeros encapsulantes;

2. Atomizacdo: A amostra liquida de partida é atomizada, ou seja, dividida em
pequenas goticulas, o que pode ser alcancado por meio de um atomizador conectado a ar
comprimido, que dispersa o liquido em gotas finas.

3. Secagem: As goticulas formadas séo introduzidas em uma cdmara de secagem
aquecida. Devido a elevada area superficial delas, o contato com o ar quente faz com que
0 solvente evapore rapidamente, transformando as goticulas em particulas sélidas.

4. Coleta: As particulas secas sdo separadas, geralmente por um ciclone, e
coletadas ao final do processo.

O tamanho das particulas pode ser controlado ajustando-se varios parametros,
como a taxa de alimentagédo da solucéo, a temperatura da cAmara de secagem e a taxa de
fluxo de ar. Um ponto importante a ser destacado é que a secagem por pulverizagao

oferece qualidade consistente do p6 durante todo o processo.
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No processo de spray drying, a pulverizacao das goticulas ocorre dentro de uma
camara contendo gas aquecido, as quais apresentam areas de superficie muito elevadas (1
m3 de liquido atomizado em gotas de tamanho médio de 100 pum origina 60.000 m? de
superficie) que estdo expostas ao gas de secagem. Esta grande area de superficie facilita
a transferéncia de calor do gas de secagem aquecido para as particulas fluidas atomizadas
que resultam na evaporacao do solvente em segundos e transferéncia de massa de volta a
fase gasosa. Como resultado, a secagem do material nunca atinge a temperatura de entrada
do gas de secagem, sendo a temperatura de saida o valor maximo experimentado pelas
particulas, razdo pela qual substancias termolabeis podem ser processadas por spray
drying (CAL; SOLLOHUB, 2010). De acordo com Wan e colaboradores (1992), o tempo
de exposicdo da amostra ao calor € minimizado, permitindo que o produto seja recuperado
cerca de 15°C abaixo da temperatura de saida. Esse fato pode ser aplicado ao processo de
microencapsulacdo de diferentes produtos como antibiéticos, vacinas, peptideos e
proteinas, o que possibilita a fabricagdo de sistemas de liberagdo controlada, atraves da
criacdo de estruturas protetoras em torno do farmaco encapsulado (PATEL et al., 2009).

Para o adequado processamento dos materiais, varios sdo 0s parametros que
devem ser avaliados antes de se realizar o spray-drying, estando entre os principais a
temperatura de entrada (inlet temperature) e a temperatura de saida (outlet temperatura)
do ar. A temperatura de entrada corresponde a temperatura do meio de secagem no
momento do primeiro contato com a dispersdo, sendo medida na frente da entrada de ar
de secagem na camara de secagem. O calor desse ar determina sua capacidade de secar a
mistura liquida e essa temperatura influencia a quantidade de solvente que pode ser
removida por unidade de tempo (CAL; SOLLOHUB, 2010). Dessa maneira, quanto
maior a temperatura do ar de entrada, mais rapida é a evaporacdo do solvente. Dessa
forma, o p6 é submetido a temperaturas mais elevadas, podendo alterar as propriedades
fisicas e quimicas de um produto sensivel ao calor (MICHAEL, 1993).

J& a temperatura de saida do ar de secagem & derivada da temperatura de entrada,
da taxa de fluxo do gas de secagem, da entalpia de evaporacdo do solvente e da
concentragdo de solidos na amostra liquida. Considerada como uma consequéncia da
troca de calor em um sistema de secagem com base em fluxo de alimentacédo de ar (CAL;
SOLLOHUB, 2010), a temperatura de saida é responsavel por controlar o teor final de
umidade do po obtido (PATEL et al., 2009). Contudo, persistem ainda hoje, antigos
desafios no uso da secagem por pulverizagdo na manutencgéo da viabilidade de probi6ticos
(DAEMEN; VAN DER STEGE, 1982).
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2.10.6 Viabilidade de probidticos pos-secagem por spray drying

A viabilidade dos probioticos é um pardmetro fundamental a ser determinado, pois
esses microrganismos devem estar vidveis no sitio de acdo para proporcionar beneficios
asaude (CHAMPAGNE et al., 2011). Dessa forma, além de serem capazes de sobreviver
as condicBes severas do ambiente gastrointestinal, é necessario que os probidticos se
mantenham viaveis durante o processamento e periodo de validade comercial do produto
até seu consumo (SARKAR, 2013). Sendo assim, a técnica de microencapsulacéo tem
sido utilizada com sucesso para aumentar a taxa de sobrevivéncia de probidticos (KIM et
al., 2016), sendo uma tecnologia eficiente em manter e proteger a viabilidade dos
probidticos (Bl et al., 2022). Em fun¢do da composicdo das microparticulas, essas ainda
podem agregar sitio-especificidade a liberacdo dos probioticos, como por exemplo para
regides intestinais de interesse (VIANA et al., 2021).

Em relagdo ao tratamento das DII, uma alternativa inovadora consiste na co-
encapsulacdo de farmacos usados na terapéutica, a exemplo do 5-ASA, e probioticos.
Khazim e colaboradores conduziram um estudo combinando 5-ASA com probidticos e
polissacarideos em granulos. Como objetivo, o trabalho buscou facilitar a liberacao
direcionada desses granulos no coélon. Os autores concluiram que os probi6ticos
Lactobacillus fermentum podem ser incorporados diretamente na preparacao de granulos
de 5-ASA. O revestimento desses granulos com 10% de solucdo de goma-laca como
polimero entérico protegeu L. fermentum do ambiente acido e melhorou a taxa de
sobrevivéncia do microrganismo no intestino humano. Portanto, esses granulos podem
ser usados na liberacdo cdlon-especifica, promovendo a méaxima liberacdo do farmaco na
regido (KHAZIM et al., 2020). Em outro estudo, Thakur e colaboradores usaram o
probiético L. acidophilus na producdo de microparticulas de Eudragit S-100 por spray-
drying contendo mesalazina, numa abordagem anti-inflamatéria direcionada ao
tratamento de RCU. O produto apresentou liberacdo controlada da mesalazina e
demonstrou atividade anti-inflamatdria (uma das propriedades do L. acidophilus), através
da diminuicdo da concentracdo de IL-8. Além disso, os efeitos colaterais associados ao
tratamento convencional da RCU também foram reduzidos, mostrando como a liberacao
direcionada da mesalazina em conjunto com probidticos pode diminuir os sintomas de
RCU (THAKUR et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalno foram avaliar diversos protocolos de
microencapsulacdo pelo método de spray drying, a fim de se identificar e desenvolver
condi¢des adequadas a co-encapsulagdo do insumo farmacéutico ativo 5-ASA e do
probidtico Lactobacillus rhamnosus GG em microparticulas célon-especificas, a serem

aplicadas, com potencial aplicagéo, ao tratamento in situ da retocolite ulcerativa.

4, MATERIAL E METODOS
Os materiais estdo descritos ao longo deste item e do item 5, conforme sao

apresentados 0s métodos, 0s resultados e as discussoes.

4.1 Retrogradacdo do amido para microencapsulacéo

O amido foi retrogradado de acordo com metodologia proposta por Meneguin e
colaborares (2021). Alta amilose (AA) (HYLON VII, amido de milho contendo 70%
amilose e 30% amilopectina, gentilmente doado por National Starch and Chemical Co.
Bridgewater, NJ, USA) foi dispersa em agua destilada na concentracdo de 5% (m/v), sob
agitacido magnética por 30 min, com acréscimo de 0,02 % de Nipagin® e 0,018 % de
Nipazol® como conservantes. Em seguida, a dispersdo foi autoclavada para pré-
gelatinizacdo a 121°C por 120 min. Ao final do processo, a AA gelatinizada e resfriada a
30°C foi misturada com pectina (CPKelco, baixo grau de esterificacdo), a 5% m/v, na
proporcédo 1:4. Para o processo de retrogradacéo, as dispersdes foram submetidas a ciclos

térmicos alternados de 4°C e 30°C por 16 dias, sendo 2 dias em cada temperatura.

4.2 Obtencédo das microparticulas por spray drying

As dispersdes de AR/P (1:4) obtidas no item 4.1 previamente numa concentracdo
de 5% (m/v) foram diluidas para 2,5% (m/v) de &gua. Na sequéncia, foram acrescidas de:
i) 0,5 % (m/v) do farmaco 5-ASA, ii) 10% (m/m) de NFC (Suzano Cellulose & Papel,
Limeira, Brasil 3,8% m/v) em relacdo a massa de AR/P e iii) 400 mg do probiotico
comercial Culturelle® (composto pelo probidtico Lactobacillus rhamnosus GG (DSM
33156), inulina, sacarose, maltodextrina, antioxidante ascorbato de sédio (INS 301),
antiumectantes estearato de magnésio (470 i) e dioxido de silicio (INS 551), revestido por
hidroxipropilmetilcelulose (INS 464) e com corante dioxido de titanio (INS 171),
comercializado em cépsulas de 400 mg contendo 10° unidades formadoras de coldnia
(UFC) do probidtico).
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O conjunto foi mantido em agitacdo magnética a 1000 rpm, durante 30 min para
completa homogeneizacdo da suspensdo. As formulacdes foram secas em mini spray-
dryer modelo B191 (Buchi), em regime de fluxo co-corrente, equipado com bomba
peristaltica e bico de aspersdo pneumatica e ciclone para separacéo de sélidos. Diferentes
condi¢des de secagem, como temperatura de entrada, temperatura de saida, taxa de
aspiracdo e fluxo de alimentacédo, foram testados a fim de obter rendimento e eficiéncia
de encapsulacdo com alto desempenho, além de manter a viabilidade dos
microorganismos. As varidveis de processo e formulacdo testados encontram-se
apresentados na Tabela 4. Também foram obtidas amostras somente com o 5-ASA ou

com o probidtico como controles.

Tabela 4. Variaveis aplicadas ao processo de microencapsulagdo do 5-ASA e probidticos
pela técnica de spray drying, usando a blenda AR/P, otimizada com NFC.

Temp. Temp. Taxa de Fluxo de Fluxo de Eficiéncia de

(Nfg;nrﬁudlgge;rg)ostra entrada saida aspiracdo  Alimentagdo alimentagéo encapsulacao (%)
(°C) (°O) (%) (%) (mL/min) + desvio padrao

AR/P/NFC/5-ASA/PROB 120 49 a56 90 0,08 2,0 56,111 + 7,03
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 130 58 a 62 90 0,08 2,0 66,997 + 4,02
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 135 53a62 80 0,10 2,5 35,237 + 0,68
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 140 62a68 90 0,08 2,0 69,558 + 7,73
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 150 59a63 80 0,10 2,5 22,471+ 2,61
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 150 65a74 90 0,08 2,0 42,705 + 2,62
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 160 68a79 90 0,08 2,0 80,395 + 7,28
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 170 60a74 80 0,10 2,5 40,219 + 6,99
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 170 73a82 90 0,08 2,0 41,650 + 5,33
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 180 79a84 90 0,08 2,0 81,533 + 2,66
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 190 81a89 90 0,08 2,0 62,529 + 10,42
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 200 86a97 90 0,08 2,0 56,287 + 5,38
AR/P/NFC/5-ASA/PROB 210 98a 110 70 0,05 1,25 66,284 + 4,85
AR/P/NFC/5-ASA 210 90 a 105 70 0,05 1,25 54,960 + 7,19
AR/P/NFC/5-ASA 210 85a99 70 0,07 1,75 52,503 £ 5,97
AR/P/NFC/PROB 150 65a73 80 0,10 25 Néo se aplica
AR/P/NFC/PROB 170 66 a 84 80 0,10 25 N&o se aplica
AR/P/NFC/PROB 210 91a98 70 0,05 1,25 N4o se aplica

4.3 Rendimento das microparticulas

O rendimento das microparticulas obtidas por spray drying foi determinado
através de gravimetria, relacionando-se o peso final das microparticulas (g) com a
quantidade inicial de solidos (g) adicionados a formulacdo liquida. Assim, foram
sintetizados 3 tipos de amostra, a saber: (i) amostra-teste contendo todos 0s componentes,
ou seja, AR/P, NFC, 5-ASA e PROB, (ii) amostra controle positivo para o farmaco, ou
seja, contendo todos 0s componentes com exce¢do do probidtico (AR/P/5-ASA/NFC) e
(iii) amostra controle positivo para o probiotico contendo todos 0s componentes menos o
farmaco (AR/P/NFC/PROB). Dessa maneira, a massa inicial de solidos da amostra (i) era
de 2,025 g (1,25 g de AR/P; 0,125 g de NFC; 0,250 g de 5-ASA e 0,4 g de PROB), da
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amostra (ii) de 1,625 g (amostra (i) — 0,4 g de PROB), e da amostra (iii) de 1,775 g
(amostra (i) — 0,250 g de 5-ASA). Assim, um rendimento de 100 % significaria que, apds

a secagem, a massa final obtida deveria ser igual & massa inicial.

4.4 Viabilidade dos microrganismos ap0s processo de spray drying

A massa precisamente pesada de 200 mg de microparticulas obtidas no item 4.2
foi incubada em tampéo fosfato (pH 7,4) e submetida a agitacdo magnética (150 rpm, 37
°C) por 2h. Verificou-se, na pratica, que no tempo de 2h a microparticula se desintegrou,
0 que pbde acarretar a liberacdo do PROB. Os microorganismos liberados das
microparticulas foram enumerados pela técnica de pour plate em &gar MRS (Man,
Rogosa e Sharpe), a 37 °C, em anaerobiose. As contagens dos PROB ocorreram ap6s 1 e
30 dias de armazenamento em temperatura ambiente para avaliar sua estabilidade.

Inicialmente, preparou-se o meio de cultura MRS, mantendo a proporcéo do rotulo
do fabricante (70 g do meio em 1 litro de &gua ultrapura). Dessa forma, dissolveu-se 16,8¢g
do meio em pé em 240 mL para realizar 18 plaqueamentos. Além disso, foi preparado
uma quantidade suficiente de PBS em concentracdo fisioldgica de 0,9% (m/v) para as
diluicdes de cada amostra. Tanto o meio de cultura MRS como PBS foram esterilizados.
O meio MRS foi autoclavado na temperatura de 121°C, por 15 minutos, para
esterilizagéo, enquanto o PBS foi esterilizado por meio de filtro de seringa com poros de
0,22 um. Em cada placa de Pétri foi adicionado 20 mL de meio MRS esterilizado.

Para realizar o experimento foram usadas amostras suspensas em PBS: i) uma
capsula do probidtico Culturelle®, contendo 400 mg do probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG (correspondente & 1 x 10 UFC) e seus excipientes; ii) a amostra
AR/P/NFC/PROB sendo usada a massa total obtida em spray dryer (0,9779); e iii) a
amostra AR/P/NFC/PROB/5-ASA, em que se utilizou a massa total obtida de 1,02g.

Apos esse processo, foi realizado o método de diluicdo seriada das amostras a
partir da solugdo-mae. De cada amostra ressuspendida com as quantidades de solucdo
PBS foi retirado um volume de 100 uL e adicionados em 900 uL de solucdo PBS no
primeiro tubo de diluicdo. A diluicdo seriada foi realizada numa escada de 1:10, conforme

a Figura 14.
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Figura 14. Representacdo esquematica da dilui¢do seriada das amostras em solucéo PBS.

Das diluicGes 4, 5 e 6 foram retirados 100 pL e inoculados diretamente na placa
de Pétri. Na sequéncia, foram acrescidos 20 mL do meio MRS as placas contendo cada
amostra diluida, totalizando 9 placas. Realizou-se a homogeneizacao de cada placa e a
mistura meio MRS e amostra se solidificou em cada placa. As 9 placas foram entdo
incubadas na estufa a 37°C por 48h. Realizou-se a contagem e os resultados foram

expressos em log UFC/qg.

4.5 Determinacédo da eficiéncia de encapsulagéo (EE)

As microparticulas secas por spray-drying foram precisamente pesadas (20 mg) e
mantidas sob agitacdo magnética constante por 2 h em 2,0 mL de tampé&o fosfato (pH
7,0). As amostras foram centrifugadas a 3500 rpm, durante 10 min, filtradas e o farmaco
quantificado em espectrofotometro UV-VIS (Cary 60-UV-Vis, Agilent) no comprimento
de onda de 331 nm, a partir de uma curva analitica previamente validada, com equa¢édo
da reta y = 0,0221x + 0,0049, com R? de 0,9999 (MENEGUIN et al., 2021). O mesmo
procedimento foi realizado com microparticulas controle (sem farmaco), usadas como
branco. A EE foi calculada em triplicata de acordo com a Equacéo 1:

Massa farmaco quantificada

EE% = x 100 Eq.1
° "~ Massa total de farmaco adicionada 1
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4.6 Difragdo de Raios-X (DRX)

No presente trabalho, a DRX foi usada para a identificacdo da estrutura cristalina
e/ou amorfa dos polimeros isolados, das amostras retrogradadas e das microparticulas
obtidas. Os difractogramas foram obtidos no aparelho automatizado de Difracdo de raios
X D5000-DIFFRAC PLUS XRD Commander (Siemens Instruments, Inc., Alemanha)
utilizando radiagio monocromética CuKa (A= 1,54187 A) a 30 mA e 40 kV, com
varredura de raios-X de angulo aberto 260 entre 2 ¢ 60 ° ¢ velocidade do gonidmetro de
0.05 °/s. As amostras foram trituradas em almofariz com pistilo de porcelana e colocadas
nos porta amostras de vidro. O excesso de po foi eliminado e a superficie nivelada com
ajuda de uma lamina de vidro. Os difratogramas dos materiais individuais, misturas e
microparticulas foram comparados em funcéo da posicao dos picos, presenca ou perda de

picos, avaliados por analise comparativa.

4.7 Microscopia eletronica de varredura com emissado de campo (MEV)

Para andlise da forma e superficie, as microparticulas foram colocadas em porta
amostras com fita dupla-face, revestidas com carbono e observadas sob microscépio
eletronico com emissdao de campo (JEOL JSM-7500F, Japdo) com aceleracdo da
voltagem de 2,00 kV e magnitude de 2500 a 8000 vezes.

4.8 Calorimetria exploratdria diferencial

As analises de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foram realizadas em
aparelho TA Instruments DSC 4000 (Perkin Elmer), com raz&o de aquecimento de 10°C
mint, em intervalo de temperatura de 20 a 400 °C, atmosfera de ar sintético e vazio de

gas de 100 mL min™,

4.9 Ensaio de mucoades&o in vitro

O ensaio de mucoadesédo foi conduzido como descrito por MENEGUIN et al.,
(2017) com a forca e trabalho de mucoadesao quantificados em um Analisador Universal
de Textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems). Comprimidos de mucina
obtidos através da compressdo de 200 mg de mucina tipo Il (Sigma-Aldrich) foram
posicionados sobre um suporte metalico do equipamento, enquanto as amostras foram
cuidadosamente aderidas por meio de fita dupla-face a uma sonda cilindrica de 10 mm.
A sonda foi movida verticalmente em dire¢do ao comprimido de mucina, previamente

umedecido a 37°C com 60 pL de PBS pH 6,8, a velocidade constante de 10 mm/ min, até
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atingir forca de compressdo previamente determinada a 0,5N. As amostras foram
introduzidas na superficie do comprimido até atingir 1 mm de profundidade, e mantidas
nesta posicdo por 60 s, sem aplicacdo de forca adicional. Em seguida, a sonda foi
removida a velocidade de 20 mm/min. Durante a remocdo foram entdo determinadas a
forca (FMA) e o trabalho (TMA) de mucoadesdo para cada amostra. A FMA corresponde
a forca de destacamento maximo (N) e o TMA, dado em N.seg, que corresponde a area
sob a curva da forca ao longo do tempo (energia de destacamento).

4.10 Ensaio de liberacdo do 5-ASA in vitro

O ensaio de liberacdo in vitro do farmaco 5-ASA foi conduzido em incubadora
shaker com agitacdo orbital de 50 rpm, a 37°C. 20 mg de microparticulas de CS2, CS3 e
CS4 (contendo, respectivamente em cada CS, 39,15; 24,90 e; 44,71 pug/mL de farmaco 5-
ASA) foram adicionados em diferentes meios de dissolucdo (2 mL contidos em tubo do
tipo Eppendorf) que mimetizam os diferentes valores de pH das principais regides do
TGI: estdmago (solucdo de HCI 0,1 M, pH 1,2, por 120 min), intestino delgado (tampé&o
fosfato 0,1M pH 7,4, por 240 min) e cblon (tampé&o fosfato 0,1 M, pH 6,8, por 240 min).
O ensaio foi conduzido em triplicata e a amostragem realizada ap6s periodos de 5, 15, 30,
60, 90, 120, 180 e 240 min. As amostras foram filtradas em filtro de seringa de nylon
com poro de 0,45 pm e a quantidade de farmaco liberado quantificada em
espectrofotdbmetro UV-Visivel em comprimento de onda de 331 nm (MENEGUIN et al.,
2021).

4.11 Aplicagdo dos modelos matematicos

Foram empregados, neste trabalho, seis modelos matematicos com o objetivo de
analisar os mecanismos envolvidos nos processos de liberacdo in vitro do farmaco 5-
ASA. Os modelos matematicos foram os de Baker-Lonsdale, de Higuchi, de Korsmeyer-
Peppas, de primeira ordem, de Hixson-Crowell e de Weibull.



72

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das microparticulas, rendimento e viabilidade do probi6tico

Diferentes protocolos de secagem em spray dryer foram realizados a fim de se
identificar aquele que permitisse a co-encapsulacéo do farmaco 5-ASA e probidtico com
elevados rendimento de processos e eficiéncia de encapsulacdo, além de estabilidade
probiodtica. As variaveis de processo (temperatura de saida, aspirador e fluxo de
alimentacéo) e formulacédo (presenca ou auséncia de 5-ASA e probidticos) testadas foram
apresentadas na Tabela 4, secdo 4.2.

Inicialmente, avaliou-se a temperatura de entrada de 210°C, considerando que esta
havia sido empregada com sucesso em trabalho anterior do grupo, utilizando AR/P/NFC,
porém utilizando somente o farmaco 5-ASA (Meneguin et al., 2021). Assim, formulacdes
contendo somente o farmaco (AR/P/NFC/5-ASA, (Fl)), somente o probidtico
(AR/P/NFC/PROB, (F2)) ou ambos (AR/P/NFC/5-ASA/PROB, (F3)) foram submetidas
as seguintes condi¢des de secagem: 210°C como temperatura de entrada, 70% como taxa
de aspiracdo e 0,05% como taxa de alimentacdo, conforme padronizado por Meneguin e
colaboradores (2021). Esta condicao de secagem e todas as demais testadas neste trabalho
foram denominadas de ‘CS’. Portanto, esta primeira CS testada foi denominada de CS1.

Para verificar se houve prejuizos ao probidtico, 24 h apds o processo de secagem,
as amostras contendo PROB foram submetidas a diluicdes seriadas e plaqueadas em meio
MRS para avaliacdo da viabilidade probiética pela técnica de pour plate (item 4.4). Os
resultados obtidos foram comparados com os do controle Culturelle®, ndo submetido ao

processo de spray-drying. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Rendimento (%) e viabilidade probidtica (UFC/g) de amostras compostas pela
blenda AR/P e NFC, acrescidas ou ndo do farmaco 5-ASA e do probiotico Lactobacillus
rhamnosus GG (PROB), ap6s secagem em spray-dryer a 210°C e taxas de aspiracdo de
70 % e fluxo de 0,05 % de alimentacdo (CS1). Os resultados foram obtidos em triplicata
(média £ desvio padrdo).

Tempera- Massa  Massa final de

~ Identi- turade inicial de microparticulas Rendimento Viabilidade
Formulac¢do

ficacdo saida s6lidos (mg) (%) (log UFC/g)
(°C) (mg)  + desvio padréo
AR/P/NFC+5-ASA F1 90 a 105 1625 738,3+56,2 4544 +3/45a 0
AR/P/NFC+PROB F2 91a98 1775 911,0+61,6 51,32+ 3,47 a 0
AR/P/NFC+5-
ASA+PROB F3 98a110 2025 762,5+174,5 37,65+8,62a 0

Médias de mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05). Teste de Tukey.
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O rendimento do processo de microencapsulacdo variou em média de 37,7 a
51,3% entre as formulac@es, sendo maior naquelas que continham somente o farmaco 5-
ASA (51,3%) ou o probiotico (45,4%) do que naquela que continha ambos (37,7%),
porém sem diferencas estatisticas entre as formulagdes (p>0,05).

Com relacdo a viabilidade, ndo foi observado crescimento de colbnias a partir das
amostras obtidas com a CS1, indicando que as varidveis de processo aplicadas,
principalmente a temperatura de entrada de 210 °C, foram letais para os probidticos.
Sabe-se que o processo de secagem em spray-dryer é um processo dindmico que ocorre
por transferéncia de calor e massa ap0s a aspersao da amostra liquida, dividida em
milhares de pequenas goticulas em uma corrente de ar quente, o que possibilita uma
secagem praticamente instantanea devido a elevada area superficial delas, com prejuizos
minimos a particulada formada. No entanto, vale ressaltar que a temperatura de saida
registrada para a CS1 variou entre 90 e 110 °C (Tabela 5), temperatura essa letal para 0s
probidticos.

Por outro lado, foi observado crescimento bacteriano a partir do controle
Culturelle® que n3o passou pelo processo de secagem (valor referencial de log 10,00 +
0,012 UFC/400 mg do produto comercial). A partir da enumeracdo de colbnias pela
técnica de pour plate, concluiu-se que o produto comercial possui log 9,61 + 0,025 UFC
por capsula de 400 mg (ou log 10,003 + 0,021 UFC por 1 grama de probidtico), portanto,
apenas 0,39 log baixo do valor descrito na bula do produto comercial. Imagens das placas

contendo as colbnias da bactéria presente nas amostras do Culturelle® sdo mostradas na

Figura 15.

Figura 15. Imagens das colonias de Lactobacillus rhamnosus GG presentes no produto
comercial Culturelle®, obtidas 72 horas ap6s plagueamento em meio de cultura MRS apds
diluicio em série da suspensdo original. A=diluicio 10% B=diluicio 10° e C=diluicio
108
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A ndo observacdo de colbnias nas amostras testadas (spray-dried) sugeriu que a
temperatura de entrada e/ou outro componente do protocolo de secagem poderia ter sido
deletéria ao probidtico. Como consequéncia, com o objetivo de manter a viabilidade,
foram testados outros protocolos descritos na literatura (AVILA-REYES et al., 2014;
BROECKX etal., 2017; FARAHMANDI et al., 2021; KIEKENS et al., 2019; YIN et al.,
2022; ZAVALETA et al., 2022).

Nos novos protocolos, as temperaturas de entrada avaliadas foram de 135°C
(CS2), 150°C (CS3) e 170°C (CS4), com taxa de aspiracdo de 80 % e controle de fluxo
de ar de 500 a 600 kPa. No entanto, para a temperatura de entrada de 135°C, a taxa de
alimentacdo precisou ser ajustada para 0,10 %, pois quando as taxas de alimentagéo
descritas nos protocolos originais (0,15 % no protocolo de SUNNY-ROBERTS e
KNORR, 2009; 0,25% nos de FARAHMANDI et al., 2021, AVILA-REYES et al., 2014,
KIEKENS et al., 2019, e BROECKX et al., 2017; e 0,30% no de AVILA-REYES et al.,
2014) foram testadas, a evaporacdo do solvente da formulacéo foi deficiente, com perda
consideravel do material que ficou aderido na parede interna da camara de secagem,
afetando drasticamente o rendimento.

Dessa forma, a formulacdo AR/P/NFC/5-ASA/PROB foi novamente preparada e
submetida as novas condicBes de secagem. Interessantemente, houve crescimento

bacteriano a partir de todas as amostras, como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Rendimento (%) e viabilidade probidtica (UFC/g) de amostras compostas pela
blenda AR/P e NFC, acrescidas ou ndo do farmaco 5-ASA e do probiotico Lactobacillus
rhamnosus GG (PROB), apds secagem em spray-dryer em temperaturas de entrada de
135 °C (CS2), 150 °C (CS3) e 170 °C (CS4). Os resultados foram obtidos em triplicata
(média £ desvio padrdo).

Temperatura  Temperatura Massainicial Massa final (mg) Rendimento Viabilidade

de entrada (°C) de saida (°C) (mg) + desvio padrdo  médio (%) (log UFC/g)
135 (CS2) 56 a 61 2025 749,0 + 48,0 370+24b 4,47+0,08a
150 (CS3) 60 a 65 2025 698,4 + 32,9 345+16b 4,46+0,18a
170 (CS4) 71a77 2025 973,0 £ 29,6 48,1+15a 4,30+£0,13a

Médias de mesma letra ndo diferem entre si (p<0,05). Teste de Tukey.

Com estes novos protocolos, o rendimento médio dos processos de secagem foram
de 37,0, 345 e 48,1% para as temperaturas de entrada de 135, 150 e 170°C,
respectivamente. Conforme observado na Tabela 6, houve diferenca estatistica quando se
compara CS4 com CS3 e CS2 em termos de rendimento (p<0,05), mas ndo em viabilidade

probiotica (p>0,05). Interessantemente, e em comparagdo com a CS1 que levou a
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obtencéo de microparticulas AR/P/NFC+5-ASA+PROB com 37,7% de rendimento (F3),
a CS4 foi mais efetiva, aumentando o rendimento para 48,1%. Apesar de a literatura
demonstrar que temperaturas de entrada inferiores (como a aplicada na CS2 em relagéo a
CS1) podem ser responsaveis pela diminuicdo do rendimento devido a aderéncia de
particulas na camara de secagem em razdo da elevada umidade residual (SALAMA,
2020), a CS4 foi desenvolvida utilizando maior taxa de aspiracéo (80 % ao invés de 70%).
Dessa forma, nesse experimento, supde-se que valores de aspiracdo maiores possam ter
contribuido para a obtencdo de um maior rendimento.

Em relacéo a viabilidade probiotica, os novos protocolos permitiram crescimento
de aproximadamente log 4,47 + 0,08, 4,46 £ 0,18 e 4,30 + 0,13 UFC por grama de amostra
para o protocolo de 135, 150 e 170°C de temperatura de entrada, respectivamente.
Imagens de placas com col6nias do probiotico a partir das amostras sintetizadas pela CS2

sdo mostradas na Figura 16.

Figura 16. Imagens das colonias de Lactobacillus rhamnosus GG presentes nas
microparticulas obtidas com temperatura de secagem a 135°C (A), 150°C (B) e 170°C
(C), apo6s plagueamento em meio de cultura MRS, 24 horas ap06s a sintese e observadas
apos 72 horas de incubacao.

As menores temperaturas de entrada foram responsaveis por reduzidas
temperaturas de saida, as quais variaram entre 56°C a 77°C, contra 90°C a 110°C para a
CSL1. Vale ressaltar as importantes diferencas entre temperatura de entrada e saida para
uma melhor correlacdo com a reducdo do efeito deletério nas particulas formadas. A
temperatura de entrada é a mesma que a temperatura do ar que entra na camara de
secagem, o qual € introduzido através do dispersor de ar e que entra em contato com o
produto pulverizado na forma de finas goticulas, realizando a evaporagédo do solvente. No
entanto, as particulas finais ndo experenciam a temperatura de entrada. 1sso porque a

temperatura maxima que as particulas secas podem atingir € a temperatura de saida,
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considerando um processo lento de separagédo das particulas pelo ciclone. A temperatura
de saida, por sua vez, corresponde a temperatura do ar de secagem, acrescida de particulas
secas, mais os vapores do solvente, antes de sua entrada no ciclone.

Dessa maneira, a reducdo das temperaturas de saida em até 56°C impactou
positivamente na viabilidade probidtica. Contudo, ndo se pode afirmar que somente a
diferenga na temperatura tenha sido a causa da reducéao da letalidade no probiético, pois
as taxas de alimentagdo também foram alteradas (de 0,05 para 0,10%). Segundo a
literatura, taxas de alimentacdo maiores também reduzem a temperatura de saida, ja que
um maior volume de liquido esta sendo pulverizado dentro de uma mesma area da camara
de secagem, promovendo o seu resfriamento (SALAMA, 2020).

A fim de buscar um protocolo que permitisse co-encapsular eficientemente o
farmaco com uma maior viabilidade do probio6tico comparado ao produto comercial
utilizado, novos protocolos foram avaliados (ABDEL-RAHMAN et al., 2019; AVILA-
REYES et al., 2014; BARAJAS-ALAVAREZ et al., 2022; GUERIN et al., 2017; JIANG
et al., 2020; YIN et al., 2022; ZAVALETA et al., 2022). Além disso, apds extensas
buscas na literatura, suspeitou-se que a presenca dos conservantes antimicrobianos
metilparabeno (Nipagin®) e propilparabeno (Nipazol®) (SONI et al., 2005), presentes no
processo de retrogradacdo do amido, poderiam estar interferindo na viabilidade do
probidtico. Assim, para testar 0os novos protocolos, preparou-se uma nova mistura de
AR/P, igualmente realizado no item 4.1, porém, excluindo-se os referidos conservantes.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Rendimento (%) e viabilidade probiotica (UFC/g) de amostras compostas pela
blenda AR/P e NFC, acrescidas do farmaco 5-ASA e do probiotico Lactobacillus
rhamnosus GG (PROB), sem a adicdo dos conservantes antimicrobianos Nipagin® e
Nipazol®, apos diferentes condicOes de secagem em spray-dryer e faixas de temperaturas
de saida. Os resultados foram obtidos em triplicata (média + desvio padréo).

Rendimento médio* Viabilidade
Condicdes Tempedra— Massa final . média
de secagem tura o€ (mg) + desvio % £ desvio (154 médiolg de
saida (°C) . padréo
padréo amostra)
120°C-90A-P0,08 (CS5) 49 a 56 640,0+ 1148 a 31,6 £5,7 0
130°C-90A-P0,08 (CS6) 58 a 62 838,0 £ 106,4 abcd 41,4+5,3 0
135°C-80A-P0,1 (CS2) 53 a 62 670,0 £ 97,6 ab 33,1£48 4,67+0,025¢c
140°C-90A-P0,08 (CS7) 62 a 68 937,7+80,7d 46,3+ 2,3 0
150°C-80A-P0,1 (CS3) 59 a 63 684,0 +£ 41,9 abc 338+2,1 5,74 +£0,016 a
150°C-90A-P0,08 (CS8) 65a74 765,7+73,7abcd 37,8+3,6 0
160°C-90A-P0,08 (CS9) 68a79 883,7 + 40,2 bed 43,7+2,0 0
170°C-80A-P0,1 (CS4) 60a74 900,0+£93,3cd 445+46 532+0,031b
170°C-90A-P0,08 (CS10) 73a82 804,0+ 24,6 abcd 39,7+1,2 0
180°C-90A-P0,08 (CS11) 79 a84 914,7+60,1d 452 + 3,0 0
190°C-90A-P0,08 (CS12) 81 a89 880,0 + 50,9 bcd 435+25 0
200°C-90A-P0,08 (CS13) 86 a 97 902,0+42,8cd 445+ 21 0

!Baseado na relagdo entre massa final e massa inicial, que foi de 2025 mg da formulagdo. Médias
de mesma letra ndo diferem entre si (p<0,05). Teste de Tukey.

Com relacéo a viabilidade, a maioria dos protocolos foi totalmente deletéria ao
probidtico. Porém, houve crescimento bacteriano para as amostras submetidas aos
mesmos protocolos aplicados em CS2, CS3 e CS4, porém sem adicdo de agentes
conservantes durante a retrogradacdo do amido. Sabe-se que 0Ss conservantes
metilparabeno (Nipagin®) e propilparabeno (Nipazol®) apresentam agdo antimicrobiana
e antifngica (Soni et al., 2005), podendo ter afetado direta ou indiretamente (por meio
de interacdo com a temperatura de entrada) a sobrevivéncia do probiotico. Assim, a
remocdo dos conservantes foi responsavel pelo aumento da viabilidade probiotica de log
4,47 para log 4,67, de log 4,46 para log 5,74 e de log 4,30 para log 5,32, para as amostras
obtidas com temperatura de entrada de 135°C, 150°C e 170 °C, respectivamente. Isto é,
a alteracdo de formulagdo, associada aos protocolos CS2, CS3 e CS4, aumentou em até 1
log a viabilidade probidtica, o que pode ser traduzido para 1000 UFC adicionais. Houve
diferencas estatisticas entre as amostras CS2, CS3 e CS4.

A viabilidade do probiético foi avaliada também ap6s periodo de 30 dias de
estocagem a 4 e 30°C, seguindo-se 0os mesmos procedimentos empregados na avaliagdo

da viabilidade 24 horas apds o processo de secagem. Neste caso foram avaliadas as
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condicdes de secagem CS2, CS3 e CS4, as quais apresentaram viabilidade apds 24 horas.

Os resultados sdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Namero de UFC de probidticos enumeradas em placas de Pétri em meio de
cultura MRS, a partir de amostras obtidas em CS2, CS3 e CS4 e sem adicdo dos
conservantes Nipagin® e Nipazol®. Apds apds 30 dias de armazenamento a 4 e 30°C. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A viabilidade probidtica foi significativamente afetada apos 30 dias de estocagem
a 30 °C. Como pode-se observar na Tabela 12, o log médio entre as UFC entre CS2, CS3
e CS4 em 4°C foi 5,15, enquanto que o log médio entre as trés CSs submetidas a
temperatura de estocagem de 30°C foi de 3,09. A 4°C houve diferencas entre as amostras,
com quantidades maiores de UFC para a CS3 e CS4 (logs 5,550,017 e 5,53+0,02) do
que para a CS2 (log 4,36+0,025). Esses valores sdo similares aos obtidos em
experimentos anteriores (Tabela 7) apds 24 horas de secagem, indicando que a
temperatura de 4°C é a mais apropriada para manutenc¢do da viabilidade dos probi6ticos
em microparticulas.

O impacto da temperatura do ar de secagem na sobrevivéncia de probioticos é
controverso. Por exemplo, Burns e colaboradores, em um estudo realizado com duas
cepas de Bifidobacterium lactis, verificaram que durante o processo de

microencapsulacdo com temperatura média de entrada e saida de 137,5°C (£3,5) e 82,5°C
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(£7,8), respectivamente, a taxa de crescimento bacteriano correspondeu a 97 e 98%
daquelas observadas antes de serem submetidas ao processo de secagem (BURNS et al.,
2017). Resultados positivos também foram obtidos por Gardiner e colaboradores, com
bactérias do género Lactobacillus spp. expostas a temperaturas de 170°C (entrada) e de
80-85°C (saida) (GARDINER et al., 2000), e por Huang e colaboradores, em 2017, com
a viabilidade permanecendo em praticamente 100% ap0s exposic¢éo a 127°C (entrada) e
47°C (saida), poréem caindo para em torno de 60% quando submetidas a 140°C (entrada)
e 60°C (saida) (HUANG et al., 2017). Conforme discutido pelos autores, uma das razdes
para o reduzido impacto das altas temperaturas sobre 0s microrganismos podem estar no
curtissimo tempo de exposicdo, conceito conhecido como tempo de residéncia
(JEANTET, et al., 2008) que, segundo Burgain e colaboradores, chega a ser negligivel
(BURGAIN et al., 2011). Uma segunda razéo pode estar relacionada a um papel protetivo
dos polimeros utilizados na encapsulacdo, como é o caso do amido retrogradado. A
combinacdo desse composto a pectina e nanofibras de celulose, previsto no presente
estudo, deve ter oferecido efeito protetivo ainda maior do que quando usados
isoladamente.

Por outro lado, varios estudos apontam efeito deletério de elevadas temperaturas
de secagem sobre probidticos, por exemplo, quando a bactéria Lactobacillus rhamnosus
GG foi cultivada em leite desnatado reconstituido RSM (reconstituted skim milk) e
posteriormente submetida a diferentes temperaturas de entrada e de saida (CORCORAN
et al., 2004; DE MAN et al., 1960; KIEKENS et al., 2019; SUNNY-ROBERTS;
KNORR, 2009; SU et al., 2019b; VALDEZ; GIORI, 1993; YIN et al., 2022).

Em um outro estudo envolvendo diferentes cepas de Lactobacillus, constatou-se
que ndo sb a temperatura de entrada, mas também a de saida afetou a sobrevivéncia das
bactérias. As condi¢des 6timas de secagem foram de 170°C e a de saida de 80 a 85°C. As
taxas de sobrevivéncia de L. paracasei NFBC 338 variaram de 97%, quando exposta a
temperatura de saida de 70 a 75°C, a 0%, quando exposta a temperatura de saida a 120°C.
Houve também variagdo na resisténcia entre cepas a temperatura de saida. A faixa de
temperatura entre 80 e 85°C, a sobrevivéncia de L. paracasei NFBC 338 foi de 66% (3,2
x 10° UFC) enquanto a de L. salivarius UCC 118 de apenas 1% (5,2 x 107" UFC/g).

Com o objetivo de reduzir as perdas na viabilidade, varios pesquisadores
estudaram o efeito da incorporagdo de substancias que poderiam atuar protegendo as
células bacterianas durante o processo de secagem. Corcoran e colaboradores

(CORCORAN et al., 2004) incorporaram no meio RSM inulinas e polidextrose
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(prebidticos) e avaliaram essa incorporagédo sobre uma combinacéo de trés probioticos -
L. rhamnosus E800, L. rhamnosus GG e L. salivarius UCC 500. A combinacdo foi entdo
submetida a secagem nas fases lag, log e estacionéria de crescimento das bactérias. No
spray dryer, a temperatura de entrada foi de 170 °C, enquanto a temperatura de saida
esteve na faixa de 85 a 90°C, o que resultou um produto final com menos de 4% de
umidade residual. A viabilidade foi avaliada no dia zero e apds 8 semanas de estocagem
as temperaturas de 4, 15 e 37°C. Os autores observaram que a perda de viabilidade foi
alta, chegando a 570-700 vezes quando estocadas a 37°C por 8 semanas, que a fase
estacionaria de crescimento e o probidtico L. rhamnosus GG foram os que mais resistiram
ao processo de secagem, e que a presenca da polidextrose ndo promoveu aumento de
viabilidade.

Em outro estudo, Roberts e Knorr (SUNNY-ROBERTS; KNORR, 2009) testaram
a importancia da trealose como preservante do probidtico antes do processo de secagem
e a incorporacao de glutamato monossddico no meio de cultura. No processo de secagem,
a temperatura de entrada ndo foi informada, porém, foi ajustada de tal forma que a
temperatura de saida ficasse entre 60 e 75°C, sendo a faixa de 65-70°C considerada étima
para a secagem. A trealose a 20 % aumentou a resisténcia ao calor, enquanto a
incorporacdo do glutamato monossddico no meio de cultura aumentou a viabilidade dos
probioticos L. rhamnosus GG e L. rhamnosus E800, com a taxa de sobrevivéncia
permanecendo constante em aproximadamente 102 UFC mL™ quando armazenadas a
25°C em meio contendo trealose-glutamato.

Su e colaboradores (SU et al., 2019b), por sua vez, avaliaram a importancia da
incorporacdo do ion célcio na sobrevivéncia de L. rhamnosus GG. A temperatura de
entrada foi de 98°C e a de saida de 65°C. O Ca?* ndo interferiu significativamente na
morfologia das particulas do pd seco e nem influenciou o processo de secagem. A adicao
de CaClz na solucéo de reconstituicdo ou em placas de agar MRS, em concentragdes de
1 e 100 mM, favoreceu a sobrevivéncia das células do probidtico, aumentando sua
sobrevivéncia de 5 % para 30 %.

Yin e colaboradores (YIN et al., 2022) avaliaram a importancia da incorporacao
do Shellac e da proteina isolada de soja (Whey Protein Isolate, WPI) na protecdo da
bactéria L. rhamnosus GG durante secagem. Shellac € um polimero hidrofobico natural
oriundo de substancia excretada por Kerria lacca, um inseto da ordem Hemiptera oriundo
da Tailandia, e considerada segura pelo Food and Drug Admnistration dos Estados

Unidos. A temperatura de entrada empregada foi de 150 °C e a de saida de 75 °C. A
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viabilidade foi quantificada por absorbancia a ODeoo do meio liquido e monitorado por
36 h. Antes do processo de secagem, a quantidade de células viaveis das solugdes ficaram
entre 10,87 + 0,06 log UFC gt a 11,12 + 0,19 log UFC g L. O nimero de células viaveis
diminuiu a medida em gque se aumentou a proporcao de Shellac:WPI na formulagdo. Apds
a secagem, a viabilidade média ficou em 10,36 £ 0,12, 10,08 + 0,32, 9,64 £ 0,21 e 7,14 +
0,18 log UFC g~ ! para as formulages que continham, respectivamente, propor¢des de
WPI:Shellac de 1:0, 2:1, 1:1 e 0:1. A incorporacdo do Shellac teve, portanto, efeito
contrario ao esperado. Ao invés de aumentar, reduziu a viabilidade do probiotico.
Kiekens e colaboradores (KIEKENS et al., 2019) avaliaram o impacto da secagem
nas propriedades estruturais da célula de L. rhamnosus GG, mais especificamente na
estrutura denominada fimbrias (pili), importantes na adesdo da bactéria as células
epiteliais intestinais (LEBEER et al., 2012). Acreditava-se que nessa espécie de
probidtico, o processo de secagem poderia causar danos as fimbrias (TRIPATHI et al.,
2013) prejudicando suas fun¢des (LEBEER et al., 2012). As fimbrias sdo frequentemente
protegidas por exopolissacarideos (EPS), os quais podem promover a sobrevivéncia de L.
rhamnosus GG durante seu transito pelo TGl e em suas interacbes com o sistema
imunoldgico do organismo (LEBEER et al., 2011). Foi entdo avaliada a capacidade de
adesdo da parede das células bacterianas e sua sobrevivéncia, antes e depois do processo
de secagem (135°C de temperatura de entrada e 48-50°C temperatura de saida). De fato,
0 processo de secagem causou danos as fimbrias e afetou negativamente a sobrevivéncia

do probiético.

5.2 Rendimento na obtencdo das microparticulas

O rendimento variou de 31,6 % para a CS5 a 51,3 % para a CS1 (formulacéo
AR/P/NFC+PROB), valores dentro da faixa de variacdo obtidos por outros pesquisadores
empregando-se 0s mesmos protocolos de secagem com adicéo na formulagcdo do mesmo
probidtico Lactobacillus rhamnosus GG, acrescentando-se ou ndo agentes protetores. No
estudo Akanny e colaboradores (AKANNY et al., 2020) foram acrescentados nas
formulagGes, de forma isolada, polivinilpirrolidona (PVP), manitol, trealose e Glicidex
IT6, resultando em rendimentos respectivos de 30 £ 6%, 59 + 3%, 50 £ 3% e 54 + 4%.
Segundo os autores, a reducédo para 30 % observada com a adi¢cdo do PVP pode estar
associada ao provavel carater viscoso desse agente protetor (AKANNY et al., 2020).

Broeckx e colaboradores (BROECKX et al., 2017) também observaram a formacédo de



82

um po umido com o uso de manitol e dextrano e baixo rendimento do produto final,
diferente do que ocorreu quando se empregou lactose ou trealose.

Neste presente trabalho, as causas do maior rendimento as temperaturas mais altas
podem estar relacionadas a um menor residuo de umidade no produto final, visto que sob
altas temperaturas, a evaporacao do solvente tende a ser mais eficiente. De fato, isso se
verifica quando se compara os rendimentos obtidos com as formulagdes submetidas as
condigdes de secagem CS5, CS6, CS7, CS8, CS9, CS10, CS11, CS12, CS13, onde se
varia apenas a temperatura de entrada. Porém, comparacfes entre as condigdes de
secagem CS7 x CS8; CS9 x CS10; CS11 x CS12; e a CS7 com as demais (excecdo de F2)
sugerem que ndo sO a temperatura pode ter influéncia no rendimento, pois existem
situacbes em que o aumento da temperatura de entrada (mantidas todas as outras
condicdes) resultou em queda de rendimento.

No presente trabalho, a temperatura de saida foi menor do que a temperatura de
entrada para todos as condi¢Oes testadas, como esperado, variando na faixa de 49 a 56°C
para o tratamento onde temperatura de entrada foi de 120°C, até a faixa de 88 a 110°C
para os tratamentos onde a temperatura de entrada foi de 210°C. A explicacao para isso
vem do fato de que a temperatura de saida resulta da combinacdo da temperatura de
entrada, da taxa de aspiracédo, da taxa de alimentacédo, do solvente utilizado na mistura e
também da concentracdo da disperséao a ser seca por pulverizagdo, conforme demonstrado
na literatura (ABDEL-RAHMAN et al., 2019; AKANNY et al., 2020;; BARAJAS-
ALAVAREZ et al., 2022; GUERIN et al., 2017; JIANG et al., 2020; MOAYYEDI et al.,
2018; YIN et al., 2022; ZAVALETA et al., 2022). Isso ressalta como as variaveis do
processo de secagem estdo associadas e interligadas entre si, mostrando que pequenas
alteracdes em um parametro podem gerar modificacdes em outros.

O principal objetivo de uma secagem por atomizacdo é remover o solvente por
evaporacao, a0 mesmo tempo que promove a formacdo de microparticulas pulverizadas
no fluxo de ar quente. Estas resultam de um revestimento que protege o interior dessa
estrutura 3D (no presente trabalho composta pela mistura AR/P/NFC/5-ASA/PROB) de
possiveis estresses térmicos. A temperatura de saida, aquela que corresponde ao fluxo de
ar contendo as microparticulas solidas antes de atingirem o ciclone (por¢édo final do
equipamento spray-dryer), ndo sdo necessariamente idénticas a do produto. Apesar do
breve periodo de passagem através do equipamento, geralmente menor que 2 segundos,
0 contato das particulas com o ar quente acaba por reduzir sua temperatura resultando,

conforme demonstra esse trabalho, corroborando trabalhos ja& publicados, em
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temperaturas de saida mais baixas que as de entrada. Além disso, o trabalho mostrou
como as alteracbes em um parametro podem proporcionar diferentes efeitos em outras

variaveis tecnolégicas como taxa de alimentagdo e taxa de aspiracao.

5.3 Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A Tabela 8 mostra a EE do 5-ASA apds diferentes processos de secagem descritos
nos varios experimentos conduzidos, empregando-se diferentes condi¢des de secagem.
Os valores médios obtidos variaram entre 22,5 e 81,5%. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e a significancia das diferencas entre as médias determinada pelo

teste de Tukey.

Tabela 8. Eficiéncia de encapsulacdo (%) do farmaco mesalazina (5-ASA) em
microparticulas baseadas em AR/P/NFC, contendo 5-ASA e probidtico, ap6s diferentes
condicdes de secagem (CS) em spray dryer, apresentados em ordem decrescente (média
+desvio padrdo, n=3).

Condigoes de secagem Eficiéncia de encapsulacéo (%) *
(Tratamento) + desvio padréo
180°C-90A-P0,08 (C11) 81,533 £ 2,66 a
160°C-90A-P0,08 (CS9) 80,395+ 7,28 a
140°C-90A-P0,08 (CS7) 69,558 £ 7,73 b
130°C-90A-P0,08 (CS6) 66,997 £ 4,02 b
210°C-70A-P0,05 (CS1) 66,284 £ 4,85 b
190°C-90A-P0,08 (CS12) 62,529 + 10,42 bc
200°C-90A-P0,08 (CS13) 56,287 +£5,38 cd
120°C-90A-P0,08 (CS5) 56,111+ 7,03 cd
210°C-70A-P0,05(CS1) (s/PROB) 54,960 £ 7,19 cd
210°C-70A-P0,07 (CS14) 52,503 £5,97 de
150°C-90A-P0,08 (CS8) 42,705+ 2,62  ef
170°C-90A-P0,08 (CS10) 41,650 + 5,33 f
170°C-80A-P0,10 (CS4) 40,219 + 6,99 f
135°C-80A-P0,10 (CS2) 35,237 £ 0,68 f
150°C-80A-P0,10 (CS3) 22,471 £ 2,61 g

*Médias com mesma letra ndo diferem entre si (p < 0,05).

A EE do 5-ASA em microparticulas baseadas em AR/P/NFC, contendo
probidticos, e obtidas em diferentes CS, variou entre 22,47 % e 81,53%. Entre as
diferentes amostras, verificou-se que as CS mais eficientes foram a CS11 e CS9, com EE
acima dos 80%. Na sequéncia, CS7, CS6 e CS1, com EE acima de 66%, sem diferencas
significativas entre elas, e as menos eficientes foram as condig¢des CS8, CS10, SC4, CS2,
e CS3, que resultaram em EE abaixo de 42,7%. As causas das maiores EE verificadas
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para as CS CS1, CS6, CS7, CS9 e CS11 em relacdo as CS8, CS10, SC4, CS2 e CS3 nao
sdo explicadas nem pela temperatura de entrada e nem pelas taxas de aspiracdo ou de
alimentacéo, visto que nos protocolos testados esses fatores variaram consideravelmente,
ou seja, a temperatura de entrada variou de 120 a 210 °C, a taxa de aspiracao de 70 a 90
% e a taxa de alimentacdo de 0,05 % a 0,10 % (respectivamente, entre 1,25 mL/min e
2,5 mL/min).

A CS1 foi testada com formulagdo AR/P/NFC com e sem probidtico. Na presenca
do PROB, a EE do 5-ASA foi maior (66,3 %) do que na formulagdo sem o mesmo (55,0
%), porém nao houve diferencas estatisticamente significativas entre elas (p>0,05). No
entanto, observa-se que as CS que apresentaram menores EE dentre todas (CS2, CS3 e
CS4, com respectivamente 35,2, 22,5, e 40,2 %) foram as Unicas favoraveis a viabilidade
probidtica. Esses resultados sugerem que, dentro do espaco da microparticula, pode ter
ocorrido competicdo entre o farmaco mesalazina e o probiotico Lactobacillus rhamnosus
GG pela ocupagéo dessa cavidade.

Considerando que a microparticula € uma microesfera ou uma microcapsula, o
espaco interno é limitado e isso pode ter contribuido para uma maior encapsulacédo de
farmaco em vez do farmaco. Mais estudos nessa area sao necessarios para confirmar ou

refutar essa hipétese de explicagdo ou, ainda, trazer uma outra proposta de explicacéo.

5.4 Difracdo de Raios-X (DRX)
Difratogramas dos polimeros isolados amido, pectina, AR/P e das NFC

empregadas nas formula¢Ges encontram-se organizados na Figura 18.
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Figura 18. Difratograma do amido puro (A), pectina pura (B), amido retrogradado +
pectina (C) e nanofibras de celulose (D).

O amido puro (Fig. 13 A) exibiu picos em 15,32°, 17,16°, 19,96°, 22,32° e 23,9°
(28), caracteristicos de uma estrutura cristalina do tipo-B, com maior intensidade
encontrada em 17,16° (20), sugerindo uma estrutura cristalina altamente ordenada de
complexos lipidio-amilose em granulos de amido (MENEGUIN et al., 2021). A pectina
pura (Fig. 13 B) exibiu uma série de picos intensos e bem definidos, em 8,32°, 11,7°,
18,86°, 19,62°, 22,54°, 24,76°, 31,92° ¢ 38,48° (20), atribuidos a sua alta cristalinidade.
Na fracdo da mistura de amido retrogradado + pectina (AR/P) sem farmaco e sem
probidtico (Fig. 13 C), observou-se reducdo de intensidade e quantidade de picos
caracteristicos em relacdo a pectina e ao amido. Isso ndo indica amorfizacdo dessa
amostra, j4& que novos picos em 12,52° 17,1°, 20,36°, 26,08° e¢ 30,26° (20) foram
apresentados € o pico da pectina em aproximadamente 16° (20) foi mantido. Segundo
Meneguin e colaboradores (MENEGUIN et al., 2021), embora o padréo de difragéo de
raios-X do AR/P pareca semelhante ao do amido, um pico ndo muito intenso em 12,52°
(20) (aproximadamente 13°) pode ser atribuido a estrutura cristalina do tipo-V obtida apds
0 processo de retrogradacdo do amido. Segundo Htoon e colaboradores (HTOON et al
2010), picos em aproximadamente 13° e 21° confirmam esses resultados caracteristicos
de estrutura cristalina tipo-V, formada ap6s a gelatinizacdo do amido, seguido de ciclos
de resfriamento, na qual a estrutura da alta amilose do amido passa de tipo-B para tipo-
V. Segundo Silva et al., 2019 e Meneguin et al., 2021, picos cristalinos de nanofibras de
celulose (NFC) sdo caracteristicos em 16,3° € 22,7° (20). Neste trabalho, os picos de NFC
foram evidenciados em 22,74° ¢ 27,66° (20), indicando a fase cristalina dessa estrutura
(Fig. 13 D).

Difratogramas do 5-ASA puro e do probidtico empregados nas formulagdes
encontram-se nas Figuras 19. O difratograma do farmaco 5-ASA puro mostra picos

intensos e bem definidos, indicativo de sua cristalinidade (Fig. 14 A). Para 20, os picos
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foram em 7,52°, 15,08°, 16,52°, 22,44°, 24,16°, 27,14°, 28,20°, 30,48°, 38,40°, 40,38° e
43,54°. Xu e colaboradores observaram valores proximos para o 5-ASA puro, alguns
picos tipicos em 20 = 7,12°, 12,92°, 14,36°, 16,90°, 21,28° ¢ 26,46° (XU et al., 2008), o
que confirma que o farmaco apresenta alta cristalinidade. O probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG é um solido amorfo, conforme demonstraram Su e colaboradores (SU et
al., 2019b). Neste trabalho, o probidtico Culturelle apresentou halo amorfo (entre 10° e
40° (20), com apenas um ruido caracteristico em 21,84° (20), ndo muito intenso (Fig. 19
B).
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Figura 19. Difratograma do 5-ASA puro (A) e do probiético (B).

Neste trabalho, as analises de DRX para as microparticulas s6 foram realizadas
para aquelas obtidas através das condicdes de secagem CS1, CS6, CS7, CS9, e CS12,
considerando seus maiores percentuais de EE, ou seja, massa de farmaco altamente
cristalino que pode levar a alteragfes estruturais na microestrutura. Os difratogramas

encontram-se apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Difratograma da formulacdo F3 (AR/P/NFC+5-ASA+PROB) apds processo
de secagem CS6 (130°C) (A), CS7 (140°C) (B), CS9 (160°) (C), CS11 (180°) (D), CS12
(190°) (E).

Apds passar pelas condi¢des de secagem CS6, CS7, CS9, CS11 E CS12, todas as
amostras apresentaram perfil semelhante de AR/P, picos coincidentes com o 5-ASA, da
pectina e da NFC. Além disso, também apresentam um pico caracteristico perto de 21°,
caracteristico do AR, e que indica que manteve a cristalinidade do AR.

No trabalho de Meneguin e colaboradores (2021) com microparticulas de
AR/P/NFC contendo 5-ASA, o processo de secagem resultou na diminuigdo de
cristalinidade do AR/P, comportamento relativamente frequente aos materiais submetidos
ao spray drying. Ja no presente trabalho, as microparticulas desenvolvidas conservaram
0s padrdes de difracdo de interesse, mostrando que as condi¢Oes de secagem testadas,

visando microencapsulacdo do 5-ASA e do probidtico, foram adequadas. A reducéo de
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cristalinidade, ou alteracdo no perfil de padrdo de curva do amido, provavelmente

ocasionaria uma reducdo da capacidade responsiva as enzimas colnicas do AR.

5.5 Microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo (MEV)

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) tem como objetivo avaliar
qualitativamente a morfologia das microparticulas, uma vez que essa técnica fornece
imagens detalhadas da sua superficie (FREIRE et al., 2009). As Figuras 21 a 28 mostram
imagens MEV de amostras da formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB), com tamanho
variando entre 1 e 10 um. Todas as amostras, independentemente da condigéo de secagem
adotada, apresentaram morfologia aproximadamente esférica, caracteristica das amostras
obtidas por spray drying. O formato esférico deve-se ao fato de a dispersao de polimeros,
farmaco e probidticos ser atomizada na forma de pequenas goticulas de alta area
superficial, as quais rapidamente se transformam em particulas secas, respeitando o
formato das gotas quando condi¢es ideais para secagem do solvente séo aplicadas.

As imagens obtidas por MEV da formulacdo submetida a CS6 (130°C) (Fig. 21
A, B) mostram microparticulas com formato predominantemente esférico, com superficie
rugosa e algumas concavidades (irregularidades na superficie), as quais sugerem uma
rapida evaporacdo do solvente que interfere na formacdo da matriz polimérica da
microparticula. Além disso, as maiores microparticulas apresentaram tamanho entre 9,1
e 9,7 um. Também é possivel observar alguns cristais do farmaco 5-ASA secos na forma
livre, indicando que parte do farmaco se encontra ndo encapsulada, como esperado e

demonstrado pelas analises de EE.

. ‘-; : N f
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Figura 21. Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) apds processo de secagem a condicdo CS6
(130°C-90A-P0,08), aumentadas 5000 (A) e 8000 (B) vezes.
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Nas imagens obtidas da formulacdo submetida a CS2 (135°C) (Fig. 22 A, B)
também se verificam microparticulas esféricas. Algumas microparticulas apresentam
irregularidades na superficie, enquanto outras aparentam ser mais macicgas, forte
evidéncia de co-encapsulacdo dos componentes da formulacdo (AR, P, NFC, PROB, 5-
ASA), 0s quais preenchem 0s espagos vazios entre as cadeias polimeéricas, tornando-as
mais tdrgidas. Além disso, as microparticulas de menores tamanhos atingiram 4,6 um,
enquanto as de maiores tamanho, 9,7 um. Como o probiético € um bacilo e ndo foi

observado nestas fotomicrografias, isso pode ser sugestivo do sucesso de sua

microencapsulacdo. Também se verifica presenca de cristais de farmaco 5-ASA.

Mag. 5000x%-

Figura 22. Imagens obtidas por mlcroscopla eletronlca de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) apds processo de secagem a condicdo CS2
(135°C-80A-P0,10), aumentadas 5000 (A) e 8000 (B) vezes.

Na amostra da formulacdo submetida a CS7 (140°C) (Fig. 23 A, B), as
microparticulas de tamanhos mais uniformes, mais aglomeradas e arredondadas. Apesar
de ainda apresentar irregularidades na superficie, estas ocorrem em menor incidéncia nas
estruturas. Observa-se ainda a presenca de cristais de farmaco 5-ASA, e se verifica
evidéncia de bastonetes, sugestivo da presenca dos microrganismos probidticos nao

encapsulados.

WS
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Figura 23. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) ap6s processo de secagem a condi¢do CS7
(140°C-90A-P0,08), aumentadas 5000 (A) e 8000 (B) vezes.

Na formulacdo submetida a CS3 (150°C) (Fig. 24 A, B), que também apresentou
viabilidade probiotica, verifica-se presenca de cristais de 5-ASA (B), microparticulas de
cerca de 10,0 um de didmetro (A), as quais foram mais esféricas, arredondadas e macicas,

mesmo padrdes observados na formulacdo submetida a CS2, indicando uma suposta co-

encapsulacao de farmaco com probidtico.

Mag. 5000x

Figura 24. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) apds processo de secagem a condicdo CS3
(150°C-80A-P0,10), aumentadas 5000 (A) e 6500 (B) vezes.

Na amostra da formulacdo submetida a CS9 (160°C) (Fig. 25 A, B) e que também
apresentou viabilidade probidtica, observa-se a presenca de microparticulas de diferentes
tamanhos (conforme mostrado nas fotomicrografias), de formato predominantemente

esférico, com irregularidades na superficie e cristais de 5-ASA.

Mag. 8000x

Flgura 25 Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) ap6s processo de secagem a condi¢do CS9
(160°C-90A-P0,08), ambas (A e B) aumentadas 8000 vezes.
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Na formulacdo submetida a CS4, que foi tratada a 170°C (Fig. 26 A, B),
observam-se microparticulas esféricas e macicas, atingindo cerca de 10 um e as de padréo
achatadas e rugosas, apresentando uma caracteristica de aglomeracdo. Cristais de 5-ASA

também séo evidentes.

Mag. 8000x_—~

Flgura 26 Imagens obtidas por mlcroscopla eletrnica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) ap6s processo de secagem a condicdo CS4
(170°C-80A-P0,10), aumentadas 2500 (A) e 8000 (B) vezes.

Na amostra da formulacdo submetida a CS11 (180°C) (Fig. 27 A, B), ocorrem
microparticulas arredondas, esféricas e grandes, com até 15 um. Poucas microparticulas
pequenas e achatadas sdo observadas, presenca de cristais de 5-ASA e néo se verifica a

presenca de bastonetes.

Flgur'a 27 Imagens obtldas por mlcroscopla eletronica de varredura de amostras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) ap6s processo de secagem a condicdo CS11
(180°C-90A-P0,08), ambas (A e B) aumentadas 5000 vezes.

Na amostra da formulacdo submetida & CS12 (Fig. 28 A, B), que passou pela
temperatura de entrada de 190°C, ocorre a presenca de microparticulas arredondadas e de
formatos irregulares, variando entre 7,5 e 9,4 um, além da presenca de cristais de 5-ASA.
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Figura 2 Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de amosras da
formulacdo F3 (AR/P/NFC/5-ASA/PROB) apds processo de secagem a condi¢do CS12
(190°C-90A-P0,08), ambas (A e B) aumentadas 2500 vezes.

5.6 Andlise térmica (DSC)

O teste de andlise termica foi realizado com as amostras que obtiveram maiores
valores de eficiéncia de encapsulacdo (EE) do farmaco 5-ASA. O objetivo foi observar
os efeitos da secagem por spray dring nas amostras que tiveram maiores valores de EE e
verificar os efeitos da secagem na cristalinidade do farmaco 5-ASA e na blenda
AR/P/INFC. As curvas DSC dos polimeros isolados, farmaco e probidtico sao
apresentadas nas Figuras de 29 a 32. Na amostra do probidtico (Fig. 29), foi observado
um evento endotérmico entre as temperaturas de 23,99 °C e 200 °C, com tpeak (pico
maximo) em torno da temperatura de 100 °C, associado ao processo de evaporacdo da
agua. Por outro lado, foram verificados dois eventos exotérmicos entre a faixa de 200 °C
e 240 °C com tyeax de 221,29 °C, seguido por outro menor a 224,09 °C, podendo estar
relacionado ao processo de desnaturacdo e degradacdo proteica da bactéria (HOSSEINI
et al., 2022).
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Figura 29. Curva DSC do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG.

Na amostra de AR/P (Fig. 30), foram observados dois eventos endotérmicos, o
primeiro ocorrendo na temperatura de 61,42°C e atribuido a gelatinizacdo do amido
(CARBINATTO et al., 2012), a qual ocorre mediante seu aquecimento na presenca de
agua, havendo perda de estrutura cristalina e transformacéo para o estado de pasta. O
segundo evento endotérmico ocorreu com tpeak de 142,43 °C, relacionado a evaporacao
da agua quimicamente ligada a estrutura (CARBINATTO et al., 2012). Na temperatura
de 238,97 °C, houve a presenca de um pico exotérmico, o qual pode ser atribuido a
despolimerizacdo de cadeias de pectina e a decomposicdo da amilose do amido.
Carbinatto e colaboradores (CARBINATTO et al., 2012) relataram comportamentos
semelhantes, de modo que em temperaturas proximas a 210 °C houve a despolimerizagédo
das cadeias de pectina e acima de 244 °C, decomposicao da amilose do amido. Em todas
as amostras testadas, houve a presenca de um pico exotérmico semelhante, evidenciando

esse possivel acontecimento com as amostras.
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Figura 30. Curva DSC da blenda AR/P.
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Na curva DSC do farmaco 5-ASA (Fig. 31) foi observado um pico endotérmico

intenso a 288,72 °C, correspondendo ao ponto de fusdo do farmaco, com entalpia de fusao

de 1360 mJ. Newton e colaboradores relataram que o ponto de fusdo do 5-ASA foi a

286,16°C e que ndo houve diferenca entre o termograma do farmaco puro e deste na

formulacéo testada (NEWTON et al., 2012), de modo que 0 5-ASA estava presente sem

interagir com o restante da composicdo, ou seja, em seu estado puro.
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Figura 31. Curva DSC do 5-ASA puro.
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Nos termogramas das microparticulas obtidas com diferentes CS (Fig. 32) foram
observados trés eventos endotérmicos e um evento exotérmico. O primeiro evento
ocorreu na faixa de temperatura entre 57-68°C e é relacionado com a gelatinizacdo do
amido. O segundo evento, proximo a 188 °C para as microparticulas obtidas em 130 °C,
140 °C, 180 °C e 190 °C de temperatura de entrada e, em 149 °C para a amostra
sintetizada a 160 °C, deve-se a evaporacao de agua quimicamente ligada. O deslocamento
desse evento térmico para temperaturas superiores e proximas a faixa de 185-188°C
indica que a formacdo de microparticulas bem estruturadas dificulta a difusdo das
moléculas de agua aprisionadas devido a barreira fisica das paredes poliméricas. O
terceiro evento endotérmico referente a fusdo do farmaco 5-ASA foi deslocado para
temperaturas inferiores entre 249-257 °C e apresentou-se reduzido em relagdo ao farmaco
puro, sugerindo que apesar de ter havido uma reducéo de cristalinidade (também revelado
pelos menores valores de entalpia, sendo que 1360 mJ corresponde ao farmaco puro), sua
dispersdo nas matrizes poliméricas ocorreu na forma cristalina e ndo molecular (EL-
BARY et al., 2012). O ultimo evento observado é um pico exotérmico relacionado a
despolimerizacdo da pectina, o qual foi deslocado para temperaturas superiores entre 306
e 311 °C. Dessa forma, observa-se que o processo de secagem por spray-dring reduziu a

cristalinidade do farmaco, mas manteve a cristalinidade da blenda AR/P.
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Figura 32. Curva de analise térmica das amostras da formulacdo F3 (AR/P/NFC+5-
ASA+PROB) ap0s processo de secagem CS6 (130°C) (A), CS7 (140°C) (B), CS9 (160°)
(C), CS11 (180°) (D), CS12 (190°) (E).

5.7 Ensaio de mucoadesao in vitro

O ensaio de mucoadeséo in vitro foi conduzido com o objetivo de determinar a
forca de adesdo a mucosa da formulacdo AR/P/NFC/5-ASA/PROB (F3), submetida as
condigdes de secagem CS2 (135°C), CS3 (150°C) e CS4 (170°C) que, em experimentos
anteriores, mostraram-se adequadas a co-encapsulacéo do farmaco 5-ASA e do probiotico
L. rhamnosus GG. Foi empregado o método de mucoadesdo em comprimidos de mucina,
que apos umidificacdo, resulta em camada de muco que simula a observada em modelo

in vivo. Alem das formulacGes citadas compostas de microparticulas de AR/P/NFC/5-
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ASA/PROB foram incluidas microparticulas de AR/P/NFC e AR/P seco sem a presenca
dos conservantes Nipagin® e Nipazol®.

A forca de mucoadesdo (FMA) corresponde a forca maxima de destacamento da
amostra aderida a superficie do comprimido de mucina, enquanto o trabalho de
mucoadesdo (TM) é obtido atraves da curva forca versus tempo do grafico de
mucoadeséo. Entre as amostras avaliadas (Figura 33), a CS2 foi a que apresentou maior
FMA (2,17+0,45 N) (Fig. 28 A), ou seja, a que se aderiu mais fortemente & mucina, com
média estatisticamente maior (p<0,05) que as demais amostras (0,16+0,01, 0,22+0,08 N,
0,32+0,09 e 0,05£0,02 para CS3, CS4, AR/P/NFC e AR/P, respectivamente) que, por sua

vez, ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).
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Figura 33. Forga (A) e trabalho de mucoadeséo (B) de amostras oriundas das condi¢des
de secagem CS2, CS3, CS4, AR/P/NFC e AR/P seco.

O trabalho de mucoadesdo (TMA) foi o segundo parametro usado para medir o
nivel de aderéncia das amostras ao comprimido de mucina. A TMA mede a energia
necessaria para desprendimento das amostras aprisionadas a camada de mucina. Diferente
da FMA, a TMA inclui o tempo envolvido no destacamento. Interessante observar que a
amostra CS2 foi uma das que apresentaram menor TMA (0,31+0,05 N.s) contra
1,58+0,20, 1,50+0,31, 2,60+0,41 e 0,01+£0,005 para as amostras CS3, CS4, AR/P/NFC e
AR/P, respectivamente (Fig. 28 B). Tal comportamento pode estar relacionado com
distintos padrdes de deposicao das NFC sobre a superficie das microparticulas em funcdo
das diferentes CS, gerando diferentes areas de contato e rugosidade superficial, as quais
podem influenciar a adesao entre as amostras e a mucina de maneiras complexas. O papel
das NFC pode ser evidenciado ao comparar-se o0 TMA entre AR/P (o qual sabidamente
apresenta baixa mucoadesividade) e AR/P/NFC, em que sua presenga aumentou

significativamente a rapidez do estabelecimento das interagdes com a mucina.
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Como se observa, neste trabalho ndo houve relacéo entre FMA e TMA, contrario
ao observado por outros autores (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2020; MENEGUIN
et al., 2017). A razdo para a ndo relacdo entre os dois pardmetros pode estar na natureza
das interacGes moleculares que ocorreram entre as microparticulas geradas pelo processo
de secagem e a camada de mucina, que, por sua vez, podem ter sido influenciadas pela
temperatura de entrada durante o processo de secagem. As microparticulas formadas a
135°C (CS2) apresentaram maior aderéncia, mas exigiram menor energia para
destacamento. Por outro lado, as microparticulas formadas a temperaturas mais altas (150
e 170°C), como é o caso da CS3, CS4 e AR/P/NFC, apresentaram menor aderéncia, mas
exigiram maior energia de destacamento. Assim, pode-se concluir que as particulas
geradas pela CS2 aderem mais fortemente a mucina, mas séo destacadas em tempo mais
curto, enquanto as particulas geradas pelas demais CSs aderem-se mais fracamente a
mucina, porém requerem mais tempo para destacamento, necessitando, com isso, maior

energia para remocao.

5.8 Liberacéo in vitro do 5-ASA

Os sistemas de liberacdo de farmacos sao planejados com o objetivo de aprimorar
a eficacia, seguranca e qualidade de um produto que, no presente trabalho, é constituido
por microparticulas. Essa melhoria pode ocorrer por meio do aumento da
biodisponibilidade e do direcionamento do farmaco para o sitio de acdo e também do
prolongamento do efeito terapéutico (NATARAJAN et al., 2014).

A liberacdo do farmaco, partindo-se de matrizes constituidas por polimeros
hidrofilicos, ocorre através de um conjunto de acontecimentos simultdneos, como o
intumescimento, a difuséo e a erosdo. Dessa maneira, a medida que sistemas de liberacéo
formado por microparticulas e que apresentam polimeros hidrofilicos em sua composicao
entram em contato com um meio aquoso, a hidratacdo se da no sentido superficie-interior.
Com isso ha a formacdo de uma camada geleificada que combate a penetracédo de fluidos
na forma farmacéutica minimizando, como isso, a difusdo das moléculas do farmaco
encapsulado para o meio externo (ARIFIN et al., 2006).

Por ser uma estratégia que permite prever a influéncia do local ou ambiente e do
tempo nas taxas de liberacdo de farmacos, o teste de dissolucdo é fundamental na pesquisa
e no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo. Por causa disso, esse teste €
largamente usado no aprimoramento de formulagdes, em estudos de estabilidade, nas

etapas envolvidas no registro de um novo produto, e na verificacdo se as correlagdes
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observadas em ensaios in vitro também ocorrem em ensaios in vivo (DE OLIVEIRA
CARDOQOSO et al., 2020). Além disso, o teste de dissolugdo permite detectar potenciais
desvios de qualidade em etapas do processo ou no produto final (TAJIRI et al., 2015).

Diversos fatores podem influenciar o perfil de dissolucdo de uma amostra, que
podem estar relacionados ao préprio farmaco, como a sua solubilidade, tamanho da
particula, natureza quimica e polimorfismo e forma farmacéutica, que pode ser sélida,
liquida, semissolida ou revestida. A tecnologia usada na obtengdo da amostra também
pode interferir consideravelmente no perfil de dissolugédo. Os resultados do processo de
liberacdo sdo usualmente analisados por modelos matematicos especificos. O objetivo é
prever, de forma mais assertiva possivel, 0 mecanismo pelo qual um determinado farmaco
é liberado de um sistema, levando em considera¢do os processos fisicos e quimicos
envolvidos (COSTA,; LOBO, 2001).

No presente trabalho, foi avaliada a liberacdo do farmaco 5-ASA presente em trés
amostras de microparticulas formadas por amido retrogradado, pectina e nanofibra de
celulose submetidas as condicfes de secagem denominadas CS2, CS3 e CS4, que foram
submetidas as mesmas taxas de aspiracdo (80%) e de alimentacdo (0,10%), variando
somente a temperatura de entrada no equipamento de secagem, que foi de 135°C (CS2),
150°C (CS3) e 170°C (CS4). Além disso, as microparticulas continham o probidtico L.
rhamnosus GG que permaneceu viavel apds processo de secagem em testes conduzidos

apos 30 dias de estocagem a 4°C. Os perfis de liberacdo sdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Perfis de liberacdo do farmaco 5-ASA a partir de microparticulas de
AR/P/NFC/PROB/5-ASA em meio &cido (HCI 0,1N, pH 1,2) (A) no intervalo de 0 a 120
min e em meio constituido de tampéo fosfato pH 7,4 (B) e pH 6,8 (C), no intervalo de 0
a 240 min.

Em meio &cido (Fig. 29 A), observou-se uma liberacdo lenta e gradativa do
farmaco, a qual permaneceu abaixo de 15% paras as trés CS, embora as amostras CS3 e
CS4 tenham sido as responsaveis pelas menores taxas de liberacdo, ndo havendo
diferengas significativas entre elas (p>0,05).

Em tampéo fosfato pH 7,4 (Fig. 29 B), as taxas de liberagdo aumentaram
progressivamente atingindo valores abaixo de 20% até os 90 min para a CS2 e 120 min
CS3 e CS4. A partir desse intervalo, o padrdo de liberacao se alterou, havendo um burst
de liberacdo da CS2 aos 120 min, quando atingiu valor acima de 85%, aumentando para
90% aos 180 min, que se prolongou até 240 min. Diferentemente da CS2, as taxas de
liberacdo da CS3 e CS4 permaneceram abaixo de 15% até 120 min. O burst para essas
CSs foi detectado em 180 min, quando a CS3 atingiu 70% e a CS4 acima de 90% de
liberagdo do 5-ASA, permanecendo neste nivel até o min 240. A liberagdo da CS3, por
sua vez, continuou a aumentar, atingindo valor acima de 90% em 240 min.

Em meio col6nico simulado (tampéo fosfato pH 6,8) (Fig. 29 C), as trés CSs
apresentaram padrdo similar até 120 min, com taxas de liberacdo ndo ultrapassando os
20%. O burst foi detectado em 180 min com as CS3 e CS4 atingindo um pico maximo de
90 % aos 180 min, que se prolongou até 240 min. Por outro lado, o burst de liberacéo da
CS2 foi ligeiramente menor que o das outras duas, atingindo 70%, mas aumentando para
95% aos 240 min.

Nesse estudo, a liberacdo de 5-ASA evidenciou um padréo considerado tempo e
pH-dependentes, sendo baixa em todo o tempo de incubacdo em pH &cido e até 120 min
em pHs mais alcalinos, e altas nesses Gltimos pHs a partir de 120 min. A dependéncia do
pH estd relacionada aos componentes da microparticula, favorecendo o seu
intumescimento e erosao com a posterior liberacdo por difusdo do farmaco presente. Isto
é, 0 nivel de acdo deve-se a natureza quimica de seus componentes que, neste trabalho
incluiu o amido-retrogradado e pectina (AR/P) e a nanofibra de celulose (NFC). Sabe-se
que, apds processo de retrogradacédo, o AR resulta em estrutura organizada e compactada
que dificulta a difusdo da molécula do farmaco, e que a P forma uma camada viscosa que
reduz a velocidade de difusdo do mesmo (DOS SANTOS et al., 2021).



101

Sobre 0 AR/P, a dependéncia do pH pode estar relacionada com seu grau de
ionizacdo, visto que a pectina é um polimero de carater anionico (DE OLIVEIRA
CARDOSO et al., 2020). Em meio &cido, os grupos carboxilicos da blenda AR/P
permanecem na forma protonada, mantendo as cadeias poliméricas unidas e, portanto,
dificultando a penetracéo de liquidos e a consecutiva dissolucéo e difusdo das moléculas
do farmaco 5-ASA (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2020). Isto explica as baixas taxas
de liberagdo do farmaco em pH 1,2.

Com relacdo a NFC, ap6s a secagem em spray-drying, elas se atraem por meio de
ligacGes de hidrogénio entre os grupos hidroxilicos na superficie da celulose, causando
um colapso molecular, o qual dificulta uma possivel reidratacdo da estrutura nos fluidos
gastrointestinais. Esse comportamento favorece o prolongamento das taxas de liberagédo
(LAVOINE et al., 2014). As NFC foram responsaveis por reduzir a taxa de liberacdo do
farmaco 5-ASA em meio gastrico e duodenal simulado e favorecer sua liberacdo célon-
especifica (MENEGUIN et al., 2021).

No presente estudo, foi observada uma ‘explosao’ ou feito burst de liberagdo do
farmaco 5-ASA nos pHs 7,4, e 6,8, para as trés condicdes de secagem, resultado da
ionizacdo de grupos carboxilicos pertencentes ao AR/P (polimeros anidnicos) presente
em toda a extensdo da microparticula. A desprotonacdo dos grupamentos carboxilicos
promove a repulsdo das cadeias poliméricas e expansdo ou dilatagdo de sua estrutura,
formando um arranjo molecular mais frouxo e mével (NAYAK et al., 2014), facilitando
a entrada de agua no sistema (MENEGUIN et al., 2014) com posterior difusdo e
dissolugdo das moléculas de farmaco.

Ainda com relagdo ao tempo de liberacdo, de acordo com Nayak et al., (2014), a
maior ou menor quantidade de fArmaco detectado em uma amostra, ja nos estagios iniciais
de incubacdo, pode estar associado a quantidade em que este se encontra adsorvido a
superficie da microparticula (NAYAK et al., 2014). A quantidade detectada sera maior
quanto maior for a quantidade adsorvida. Neste estudo, independentemente do pH, as
taxas de liberacdo permaneceram baixas até 120 min, sugerindo que as microparticulas
formadas apds o processo de secagem, nas trés diferentes condi¢Bes de temperatura, nao
apresentaram grandes quantidades de 5-ASA aderidas as suas superficies. Provavelmente,
0 5-ASA deve estar localizado encapsulado, no cerne da matriz polimérica das
microparticulas.

A baixa liberacdo do 5-ASA no TGI superior é um avancgo, pois pode indicar

reducdo dos efeitos colaterais atribuidos aos sistemas de liberagdo convencionais
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(LOZOYA-AGULLO et al., 2018; RASMUSSEN et al., 1982; SHAH et al., 2020;
ZHANG; MERLIN, 2018). A menor taxa de liberagdo no TGI superior resulta em maiores
quantidades do farmaco sendo direcionado as por¢oes seguintes do TGI, como o intestino
delgado e o colon (SARDO et al., 2019; Fig. 29), locais em que, este estudo indica,
haveria o burst de liberacéo.

A rapidez de liberagdo de um farmaco no sitio especifico também contribui para
a efetividade de um sistema de liberacdo, pois ird determinar a manutencdo da
concentracdo plasmatica adequada do farmaco dentro da janela terapéutica.

O prolongamento de liberagdo de um farmaco se constitui em um outro fator que
contribui para a maior efetividade de um sistema de liberacéo, pois sistemas de liberagéo
sustentada podem permitir menor frequéncia de administracdo de um medicamento,
diminuicdo de ocorréncia de efeitos colaterais e favorecer a adesdo do paciente ao
tratamento (NATARAJAN et al., 2014). Neste estudo, as taxas de liberacdo se
mantiveram constantes do min 180 até o min 240. Este tempo prolongado de liberacéo se
constitui em mais um avanco nas pesquisas em busca de sistemas mais adequados ao
tratamento da RCU.

5.8.1 Andlise dos mecanismos de liberacéo in vitro do 5-ASA
Os modelos matematicos de Higuchi, Hixson-Crowell, Baker-Lonsdale, Weibull,
primeira ordem e Korsmeyer-Peppas foram aplicados aos dados de liberacdo do farmaco
5-ASA em microparticulas contendo amido retrogradado, pectina, nanofibras de celulose,
farmaco 5-ASA e probi6tico L. rhamnosus GG, submetidas a trés condi¢des de secagem
em sua sintese (CS2, CS3 e CS4), e determinados os coeficientes de correlagdo ajustados
(r?). Os valores dos coeficientes analisados para os diversos os modelos estdo

apresentados nas Tabelas de 9 a 11.
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Tabela 9. Coeficiente de correlacdo do 5-ASA liberado, a partir de microparticulas
contendo amido retrogradado, pectina, nanofibras de celulose, farmaco 5-ASA e
probidtico L. rhamnosus GG, submetidas a trés condi¢cdes de secagem em sua sintese
(CS2, CS3 e CS4), obtido através de diferentes modelos matematicos para o estagio
conduzido em meio acido (pH 1,2).

Modelos de Amostras
liberacao CS2 CS3 CS4
Baker-Lonsdale K 2,56x10°  9,53x10°%  3,40x10°
r 0,9844 0,9849 0,8202
Higuchi K 1,2140 0,7454 0,4484
r 0,9823 0,9864 0,8226
Korsmeyer-Peppas K 1,5552 0,4705 0,0309
r2 0,9856 0,9983 0,9827
n 0,4422 0,6065 1,1091
Primeira ordem K 0,0014 0,008 0,0005
r? 0,7261 0,9148 0,9816
Hixson- Crowell K 0,0004 0,0003 0,0002
r? 0,7162 0,9118 0,9819
Weibull K 10,9895 23,6400 19,8477
r 0,9240 0,9320 0,9613

b 11,3635 8,6244 6,2302
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Tabela 10. Coeficiente de correlacdo do 5-ASA liberado, a partir de microparticulas
contendo amido retrogradado, pectina, nanofibras de celulose, farmaco 5-ASA e
probidtico L. rhamnosus GG, submetidas a trés condi¢cdes de secagem em sua sintese
(CS2, CS3 e CS4), obtido através de diferentes modelos matematicos para o estagio
conduzido em meio acido (pH 7,4).

Modelos de Amostras
liberacao CS2 CS3 Cs4

Baker-Lonsdale K 0,0006 0,0003 0,0004
r? 0,6799 0,5245 0,5519
Higuchi K 5,4011 3,6614 4,2890
r? 0,7338 0,5649 0,5995

Korsmeyer-Peppas K 0,6651 - -
r2 0,8133 0,0000 0,0000

n 0,9208 - -
Primeira ordem K 0,0076 0,0041 0,0051
r? 0,8030 0,7050 0,7099
Hixson- Crowell K 0,0022 0,0013 0,0015
r? 0,8295 0,7381 0,7444
Weibull K 0,0076 0,0183 0,0063
r2 0,9862 0,9928 0,9889
b 82,4467 90,3734 89,3057

Tabela 11. Coeficiente de correlacdo do 5-ASA liberado, a partir de microparticulas
contendo amido retrogradado, pectina, nanofibras de celulose, farmaco 5-ASA e
probidtico L. rhamnosus GG, submetidas a trés condicdes de secagem em sua sintese
(CS2, CS3 e CS4), obtido através de diferentes modelos matematicos para o estagio
conduzido em meio acido (pH 6,8).

Modelos de Amostras
liberacéo CS2 CS3 CSs4

Baker-Lonsdale K 0,0003 0,0003 0,0003
r? 0,6299 0,5154 0,5672
Higuchi K 4,0941 3,9489 4,1153
r? 0,6780 0,5574 0,6123

Korsmeyer-Peppas K - - -
r? 0,0000 0,0000 0,0000

n - - -
Primeira ordem K 0,0048 0,0046 0,0048
r? 0,7922 0,6828 0,7284
Hixson- Crowell K 0,0014 0,0014 0,0015
r? 0,8258 0,7152 0,7608
Weibull K 0,0190 0,0076 0,0065
r? 0,9819 0,9930 0,9876
b 91,7131 86,1634 84,074
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Os modelos que melhor se correlacionaram com os dados de liberagdo dos
sistemas estudados neste trabalho foram o de Korsmeyer-Peppas e Weibull, tendo-se em
vista os valores de coeficiente de correlagdo (r?). Dessa forma, foram os modelos
matematicos de Korsmeyer-Peppas e Weibull que governaram os dados de liberacdo do
farmaco.

O modelo Weibull relaciona exponencialmente a fragdo do farmaco que ¢é liberada
(Mt/Mx) em funcédo do tempo (t), e deve ser aplicado aos dados dos primeiros 63,2% de
liberacdo do farmaco (COSTA; LOBO, 2001; MANADAS et al., 2002; MENEGUIN,

2016), de acordo com a equacéo 1\1;—; = 1 — exp (—at®), onde a é o parametro de escala

e b é o parametro de forma. Conforme o parametro de forma (b), as curvas de liberacédo
podem ser classificadas como sigmoidal (quando b>1), exponencial (quando b=1) e
pardbola (quando b<1) (ARIFIN et al., 2006; COSTA; LOBO, 2001). Além disso, o valor
de b também indica 0 mecanismo de transporte do farmaco por meio da matriz polimérica,
sendo que para valores de b < 0,75 a liberagdo ocorre através de difusdo Fickiana. Quando
0,75 < b < 1 existe a difusdo Fickiana associada ao Caso-Il, e para b > 1 ha um mecanismo
de liberacdo complexo (PAPADOPOULOU et al., 2006).

J& 0 modelo de Korsmeyer-Peppas se baseia na Lei das Poténcias e associa, de

. . ~ ’ ~ Mt
forma exponencial, a libera¢do do farmaco com o tempo, segundo a equagéo o = Kt".

Nesta equacdo, K é uma constante cinética e n é o expoente de liberagcdo (DOS SANTOS
et al., 2021). De acordo com o expoente n para as formas esféricas, 0 mecanismo de
liberacdo pode ser categorizado como (i) de difusao Fickiana (caso-1) (quando o n =0,43),
(ii) transporte ndo Fickiano (anémalo) (quando 0,43 < n < 0,85), (iii) transporte caso-II
(n =0,85), e (iv) transporte super caso-1l (n > 0,85).

Em meio &cido (pH 1,2) (Tabela 9), o modelo que melhor se correlacionou com
os dados de liberacdo do 5-ASA das microparticulas foi o de Korsmeyer-Peppas, Vvisto
que os valores de (r?) foram os mais altos, indicando que foi este modelo que governou a
liberacdo do farmaco. A amostra do tratamento CS2 foi a que apresentou maior constante
cinética de liberacdo (K = 1,5552) e CS4 obteve a menor (K = 0,0309), indicando que,
em relacdo a CS3 e a CS4, para CS2 a velocidade de liberacdo do 5-ASA neste meio foi
mais rapida, o que confere com as maiores porcentagens de 5-ASA liberado até os 120
min de ensaio, conforme ilustrado na Fig. 29 A do item 5.9. Além disso, os valores de n

foram de 0,4422 e 0,6065 para, respectivamente, CS2 e CS3, o que indica que o
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mecanismo de liberacdo é do tipo transporte ndo Fickiano (anémalo), enquanto que para
CS4, comn=1,1091 (n > 0,85) 0o mecanismo de liberagdo do farmaco é do tipo transporte
super caso-11 (MENEGUIN, 2016).

Tanto no meio intestinal simulado (pH 7,4) (Tabela 10), como no meio colénico
simulado (pH 6,8) (Tabela 11), 0 modelo matematico que melhor correlacionou com os
dados de liberacdo do farmaco 5-ASA das microparticulas foi o de Weibull. Em ambos
0s pHs, para CS2, CS3 e CS4, como os valores de b foram superiores a 1, conclui-se que
a liberacdo foi controlada por um mecanismo complexo. A complexidade desse
mecanismo pode ser explicada pela ocorréncia simultanea de eventos como a difuséo,
intumescimento e/ou erosdo do polimero, que pode ter ocorrida durante o processo de
liberagdo do farmaco (CURY et al., 2009; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2020; DOS
SANTOS et al., 2021; MENEGUIN et al., 2018; SIEPMANN; PEPPAS, 2000). Esse
mecanismo se reflete na consideravel absorcdo de liquidos que as microparticulas
apresentaram em meios com pH mais elevados, os quais culminam no relaxamento das
cadeias poliméricas e na difusdo das moléculas de farmaco (DOS SANTOS et al., 2021).

Essa série de resultados obtidos indica que diferentes fatores podem ter interferido
no controle de liberacdo do farmaco 5-ASA. Esses fatores sdo: i) a formulacdo usada na
composic¢do da microparticula que, neste estudo, foi constituida por amido retrogradado,
pectina, nanofibras de celulose, além da presenca do probiético L. rhamnosus GG; (ii) a
prépria estrutura polimérica presente no sistema de liberacao; (iii) as diferentes condicdes
de secagem em que o probidtico se manteve viavel, com temperaturas de entrada no
equipamento spray dryer de 135°C para a CS2, 150°C para a CS3 e 170°C para a CS4;
(iv) a temperatura de armazenamento (4°C) das microparticulas secas; (v) o pH do meio
de dissolucéo; e (vi) o tempo de ensaio. De maneira geral, o pH 6,8 foi a condi¢cdo que

levou ao melhor controle das taxas de liberacdo do 5-ASA.
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6. CONCLUSOES

Essa investigacdo teve como objetivo principal avaliar condi¢es de secagem por
spray dryer que pudessem permitir a co-encapsulacdo eficiente do farmaco 5-ASA
(mesalazina) e do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG, com alto rendimento de
processo e manutencao da viabilidade probidtica. No entanto, as conclusfes apontam para
uma serie de desafios e consideracdes criticas.

Inicialmente, o estudo explorou diferentes protocolos de secagem, variando a
temperatura de entrada, a taxa de aspiragéo e a taxa de alimentacéo, além das formulacgdes
contendo apenas o fa&rmaco, apenas o probidtico ou ambos. Os resultados mostraram que
as temperaturas de entrada mais elevadas, em torno de 210°C, foram letais para os
probidticos, resultando na auséncia de crescimento bacteriano apds o processo de
secagem. Isso sugere que as condicdes utilizadas no spray dryer, mesmo que resultem em
particulas secas, podem interferir negativamente a viabilidade do probiético.

Para superar esse desafio, foram testados diferentes protocolos, ajustando as
temperaturas de entrada, taxa de aspiracdo e taxa de alimentacdo. Descobriu-se que ao
reduzir a temperatura de entrada para valores entre 135°C e 170°C, associados a uma taxa
de aspiracdo mais alta, a viabilidade probiética foi significativamente melhorada. Além
disso, modificacdo da formulacdo excluindo-se conservantes antimicrobianos também
contribuiu para aumentar a viabilidade do probidtico. Ap6s 0s ajustes mencionados nas
condicdes de secagem, a viabilidade do probidtico permaneceu em niveis similares aos
observados logo apds o processo de secagem, mesmo apés 30 dias de estocagem a 4°C.

No que diz respeito a eficiéncia de encapsulacdo (EE) do farmaco 5-ASA,
observou-se uma variacdo consideravel entre as diferentes condicdes de secagem
testadas, com valores médios variando de 22,5% a 81,5%. As condi¢bes mais eficientes
em termos de EE foram aquelas que resultaram em nula viabilidade probiética, o que
sugere uma possivel competicdo entre o farmaco e o probidtico pela ocupacéo do espaco
dentro das microparticulas. Como consequéncia, isso sugere que a viabilidade probiotica
ou a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco podem ser considerados atributos criticos,
visto que, neste estudo, uma variavel interferiu na outra.

Em relacdo a capacidade de mucoadesdo e liberagdo do farmaco em ambientes
que mimetizam as caracteristicas do TGI superior e inferior, as microparticulas geradas
para as trés condi¢des de secagem apresentaram valores bastantes promissores, tornando-

as fortes candidatas a futuras investigacGes. As possiveis consequéncias do uso das
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microparticulas geradas com este trabalho no intestino de um paciente com retocolite
ulcerativa ndo podem ser avaliadas com exatiddo. Os resultados sugerem, no entanto, que
as microparticulas que requerem maior energia permanecerdo por mais tempo no alvo
terapéutico (colon), liberando farmaco e probidtico, em local que, em decorréncia da
enfermidade, é acometido por intenso transito coldnico.

Em resumo, o estudo destacou a complexidade e os desafios envolvidos na co-
encapsulacdo de um farmaco e um probidtico usando o processo de secagem por spray
dryer. Os resultados obtidos indicam que a escolha das condigbes de secagem, a
formulacdo da mistura e a viabilidade do probiotico sdo aspectos interligados e criticos
para o sucesso do processo. Tais resultados podem contribuir para o desenvolvimento de
um novo medicamento para colite ulcerativa que combine os beneficios do farmaco e do

probiético de maneira eficaz.
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