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RESUMO

A doenca inflamatoria intestinal consiste em um grupo de doencas cronicas e
idiopaticas que afetam o trato gastrintestinal (TGI), no qual se incluem a colite
ulcerativa e a Doenga de Crohn. Sua primeira linha de tratamento inclui o uso
de anti-inflamatorios, dos quais se destaca a mesalazina, tanto por via oral
quanto retal. A grande limitacdo do tratamento é o sistema de liberacdo
alcancar a regido terminal do TGl sem promover a liberacdo anterior da
mesalazina. Sua baixa solubilidade também é um fator limitante no
delineamento de sistemas de liberagdo para acdo local no célon.
Microparticulas podem permitir a vetorizagdo da liberagdo na mucosa
inflamada, pois podem ser capturadas por células do sistema imunolégico e
serem direcionadas ao local inflamado. Com o objetivo de obter um sistema
de liberacéo colbnica, foram desenvolvidas microparticulas de quitosana para
incorporacdo de mesalazina por diferentes métodos e em diferentes
condicbes. Foram empregadas trés diferentes técnicas: a complexacao
polieletrolitica (PEC) com o ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP), a
reticulacdo quimica com o genipin e a emulsificacdo seguida por reticulacéo
quimica com o genipin. As particulas foram analisadas quanto ao diametro
meédio, potencial zeta, difracdo de raios-X por pO e espectroscopia de
infravermelho. Também foram analisados o perfil de liberacdo em meio
gastrico e colbnico simulados. A complexacdo polieletrolitica produziu
nanoparticulas ndo carregadas com caracteristicas adequadas de tamanho,
indice de polidispersidade e potencial zeta (491 nm, PdI=0.26 e (= 23.2);
contudo, ndo foi possivel produzir particulas estaveis contendo o farmaco. As
microparticulas produzidas por reticulacdo quimica sofreram degradacao.
Particulas de tamanho sub-micron e micrométricas (2692 nm, PdI=0.6 e (=
46) foram produzidas utilizando a técnica da emulsificagdo com posterior
reticulacdo por genipin. Agitacdo branda a velocidade de 800 rpm pelo tempo
de 3 horas produziu particulas de formato mais esférico e de tamanho
superior as particulas produzidas por agitacdo vigorosa a velocidade de
8.000 rpm pelo tempo de 5 minutos. O rendimento constatado, em torno de
50%, foi considerado satisfatorio, tendo em vista a impossibilidade de
incorporacdo do farmaco na matriz polimérica a partir de outras técnicas. Por
meio da difracdo de raios-X por p6 foi possivel constatar a natureza cristalina
das amostras, enquanto a espectroscopia de infravermelho demonstrou a
presenca da interacdo covalente existente entre a quitosana e 0 genipin,
dando indicios consistentes da reticulacdo entre o polimero e o agente
reticulante. Foi obtido um perfil de liberagcdo sigmoidal a, que apresentou um
perfil de liberacdo mais lento em sua fase inicial, seguido por uma rapida
liberacdo, que pode garantir que o farmaco tenha sua liberacdo direcionada
ao colon.

Palavras-chave: Doencas inflamatorias intestinais. Mesalazina.
Microparticulas. Quitosana. Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose.
Complexacéao polieletrolitica. Reticulacéo covalente.



ABSTRACT

In IBD, gastrointestinal tract is partially or completely affected by two main
conditions, Ulcerative Colitis and Crohn’s Disease, chronic and idiopathic
diseases. First line treatment includes anti-inflammatory drugs as mesalazine
by oral or rectal administration. Main treatment limitation is related to drug
delivery system, since it should reach colonic tissue and afford an optimum
level of mesalazine in that area of TGI, without contributing to previous drug
delivery. Low drug solubility is also a complicating factor at local delivery in
colon. Microparticles can allow drug delivery vectorization, because they can
be captured by immune system cells and targeted to inflammation site. In this
study, chitosan microparticles were produced using different methods and
conditions. Three techniques were applied: polyelectrolyte complexation with
hydroxypropylmethylcellulose phthalate; chemical crosslinking with genipin;
and emulsification combined with chemical crosslinking with genipin. Samples
with microparticles were analyzed for size, zeta potential, powder Xx-ray
diffraction and infrared spectroscopy, and then, drug release profiles were
analyzed at colonic and gastric pH. Nanopatrticles without drug could be made
using first method (491 nm, PdI=0.26 and (= 23.2), but we could not produce
stable particles with mesalazine. Microparticles produced by second method
showed degradation. Sub-micron and microparticles could be produced by
emulsification and chemical crosslinking with genipin method (2692 nm,
PdI=0.6 and (= 46). Mild agitation at
800 rpm for 3 hours has been produced bigger particles and with more
spherical shape than using more strong agitation at 8,000 rpm for 5 minutes.
Yield found was about 50%, and it was considered satisfactory, since faced
difficulties to prepare a polymeric matrix containing the drug applying other
techniques. Samples crystalline structure has been checked by powder ray-x
diffraction, while covalent bound between chitosan and genipin could be
showed by infrared spectroscopy. It was obtained a sigmoidal drug release
profile from microparticles produced by third method, what it means that a
slower drug delivery in the beginning, followed by a fast release, and it could
represent a colon targeted release.

Keywords: Inflammatory bowel disease. Mesalazine. Microparticles.
Chitosan. Hydroxypropylmethylcellulose phthalate. Polyelectrolytic
crosslinking. Covalent crosslinking.
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1 INTRODUCAO

Doenca inflamatoria intestinal (DII) € um termo generalizado para um grupo
de doencas cronicas que afetam o sistema gastrintestinal, na qual se incluem a
colite ulcerativa (CU) e a doenca de Crohn (DC) (HUA et al., 2015).

A mesalazina, também denominada acido 5-aminossalicilico (5-ASA), tem
sido utilizada para tratamento da DIl por mais de 70 anos com eficacia comprovada.
Estimou-se que o valor total de mercado esperado alcance a marca dos 6,2 bilhdes
de ddlares em 2017, o que enfatiza a importancia da pesquisa nesse setor (TALAEI
et al., 2013). O principio geral da farmacoterapia nas doencas inflamatérias
intestinais tem o objetivo de induzir a atenuagédo dos eventos clinicos e a prevencao
de novos episddios (PERTUIT et al., 2007).

O tratamento da CU e da DC depende de fatores como a severidade e
subtipo da doenca, bem como das doencas pré-existentes e da tolerancia do
paciente a farmacoterapia (LAUTENSCHLAGER et al., 2014), sendo as classes de
farmacos mais comuns utilizadas os agentes anti-inflamatorios como a mesalazina,
empregada principalmente em quadros leves a moderados, e 0s agentes
corticosteroides e imunossupressores, mais efetivos no tratamento das formas mais
severas da DIIl. A classificagcdo das DIl em estagio suave, moderado ou severo,
baseia-se nos parametros pré-clinicos e clinicos, além dos sintomas constatados
(TALAEI et al., 2013).

A eficicia de muitos farmacos geralmente é limitada pela baixa solubilidade,
baixa estabilidade, necessidade de maior poténcia, e em muitos casos, somente
uma fracdo da dose administrada realmente alcanca o sitio de acdo, enquanto a
maioria do farmaco se difunde pelo organismo (MOURA; MARTINS; DUARTE,
2015). O principal obstaculo enfrentado pelo tratamento com mesalazina nas formas
farmacéuticas convencionais esta em alcancar os niveis locais do farmaco na
mucosa inflamada, além de n&o ser possivel a reducdo da administracdo das doses
diarias e o uso de formas farmacéuticas menos aceitaveis pelos pacientes, como 0s
enemas, 0 que pode resultar em hospitalizagdes e falha na adesdo ao tratamento
(VISCIDO et al., 2014).

Quando administrado por via oral, o 5-ASA, que € rapidamente e
completamente absorvido pela por¢cdo superior do intestino, dificiimente alcanca e

permanece no tecido do coélon. Além disso, dependendo da concentragéo e pH local



14

na porcado proximal do intestino, o 5-ASA sofre absorgcdo sistémica rapida e
praticamente completa, seguida de um extenso metabolismo. Sendo assim, é de
extrema importancia promover a liberacdo local do farmaco para um maior sucesso
terapéutico, com menos efeitos adversos e menor perda do farmaco (PERTUIT et
al., 2007).

Neste sentido, os sistemas de liberagdo gastrorresistentes podem retardar a
liberacdo precoce do farmaco e permitir sua liberacdo entérica ou colbnica.
Especificamente no tratamento de doencas que afetam o colon, como as DIl. O
alcance do farmaco enfrenta véarias barreiras, além da absorcdo precoce nas
porcdes anteriores do TGI, como a espessa e abundante camada de muco presente
nesta via, que pode impedir a penetracdo do ativo, além do mesmo poder ser
eliminado pelos movimentos peristalticos, juntamente com o bolo alimentar (DATE;
HANES; ENSIGN, 2016).

Sistemas micro e nanoparticulados podem ser projetados para além de
alcancarem o colon, com emprego de polimeros gastrorresistentes, romperem esta
barreira de muco e permanecer por mais tempo na via, a fim de alcancar o epitélio e
as células da mucosa inflamada. Devido ao seu tamanho reduzido, as micro e
nanoparticulas, por difusdo passiva, podem alcancar as camadas mais internas e
fortemente aderidas do muco, ndo sendo eliminadas juntamente com os movimentos
peristalticos (LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR, 2001; MOULARI et al., 2008).

Além disso, particulas de tamanho mais reduzido (< 300 nm) podem ter sua
captura favorecida por células do sistema imunoldgico, células que estdo altamente
proliferadas na mucosa coldnica inflamada, sendo uma estratégia de direcionamento
da liberagdo do farmaco no local de acdo (LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR, 2001;
MOULARI et al., 2008).

O emprego de polimeros hidrofilicos, especialmente com carga positiva,
podem favorecer a penetracdo de micro e nanoparticulas hidrofilicas e sua interacao
com as glicoproteinas do muco, as quais sdo negativamente carregadas,
aumentando sua retencdo, fendbmeno conhecido como mucoadesédo (CARVALHO et
al., 2012; ENSIGN; CONE; HANES, 2012).

Desta maneira, micro e nanoparticulas podem ser promissores sistemas de
liberacdo coldnica de farmacos, devido a liberacdo controlada de farmacos no TGl,
capacidade de direcionamento, mucoadesdo e consequente aumento da sua
biodisponibilidade (DUDHANI; KOSARAJU, 2010). Todas estas propriedades podem
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contribuir para a reducdo das doses administradas, além da diminuicdo da
toxicidade e ocorréncia de efeitos adversos.

Dentre os materiais gastrorresistentes, muitos polissacarideos naturais que
sofrem hidrolise das ligacfes glicosidicas no célon, como a quitosana, a pectina, a
goma guar, as dextranas e outras, constituem um recurso promissor na liberagao
colénica (MURA et al., 2012). A quitosana é um polissacarideo com caracteristicas
cationicas, obtido a partir da desacetilacdo da quitina (KOUCHAK, 2015). Tem
recebido cada vez mais atencédo no tratamento direcionado ao colon, devido a sua
biodegradabilidade pela flora bacteriana intestinal, além da bem documentada
biocompatibilidade, baixa toxicidade e propriedades mucoadesivas (AGUZZI et al.,
2011; KUMAR et al., 2004), com sua solubilidade variando de acordo com as
condi¢gbes de pH do meio (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). A
propriedade mucoadesiva da quitosana € devido a presenca de cargas elétricas
positivas que interagem com a mucina, principal proteina que compde o muco, que
possui carga negativa.

Moléculas pequenas, proteinas e peptideos podem ser encapsulados e
protegidos do hostil ambiente géstrico por nanoparticulas compostas por polimeros
gastrorresistentes. Inclusive, o uso de certos polimeros como o ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) pode oferecer, além da protecdo gastrica,
possibilidade de reducdo da liberacdo prematura de farmaco (COLLNOT,; ALI;
LEHR, 2012). Assim como os metacrilatos, o HPMCP é um polimero pH
dependente, e sua dissolugcédo depende do pH do meio (NIDHI et al., 2016).

Outra estratégia para prolongar a liberacdo no TGl sdo as micro e
nanoparticulas baseadas em polissacarideos obtidas por reticulacdo covalente da
quitosana com agentes reticulantes como o glutaraldeido ou genipin (KUMAR; SU;
VELUSAMY, 2016; MUZZARELLI et al., 2016), que podem retardar a desintegracéo
prematura em ambientes acidos, como o estdmago.

Neste estudo, 0 objetivo consiste em avaliar e comparar diferentes técnicas
de baixo custo para a producado de particulas micrométricas carregadas com 5-ASA,
considerando a limitada solubilidade do farmaco tanto em solventes aquosos como
organicos, que limitam o uso de muitos processos fisicos que necessitam
solubilizagédo do farmaco antes da producéo da particula.

Foram testadas trés técnicas empregando a quitosana como biopolimero:

complexacao polieletrolitica da quitosana com o ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
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(HPMCP), a reticulagdo quimica da quitosana com o genipin e um método no qual
sdo associadas as técnicas de emulsificacdo dgua em oleo (A/O) e a reticulacdo
guimica entre a quitosana e o genipin. Foram realizadas as caracterizacdes fisico-

quimicas dos sistemas e o perfil de liberacdo do farmaco variando o pH.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O trato gastrintestinal: caracteristicas e estrutura

O trato gastrintestinal é um tubo viscoso, com cerca de 5 a 10 metros de
comprimento, com caracteristica viscosa (URBANSKA et al., 2016), que se dispde
sequencialmente em boca, esdfago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso e
anus (COSTANZO, 2007).

Sua estrutura apresenta duas superficies: mucosa e serosa, na qual a
mucosa esta direcionada para o limen, enquanto a serosa esta voltada para o
sangue. A mucosa consiste de uma camada de células epiteliais, na qual ocorre o
processo de secrecdo e absorcdo, além de um misto de tecido conjuntivo e vasos
sanguineos e linfaticos, denominado lamina prépria e em uma camada muscular,
promotora do peristaltismo, sendo que abaixo da mucosa encontra-se a camada
submucosa (COSTANZO, 2007).

O TGI apresenta ambientes bastante varidveis e dinamicos. O transito
intestinal varia tanto em individuos saudéaveis quanto naqueles que sofrem de DII.
Além do transito intestinal, fatores como os gradientes de pH, as diversas enzimas
digestivas e a flora bacteriana séo verdadeiros desafios no que se refere a farmacos
administrados por via oral (ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017).

Na doenca inflamatoria intestinal, a fisiologia do TGl € afetada e pode estar
alterada. Em condi¢bes normais, o pH do TGl varia de 1 a 2,5 na regido estomacal,
rapidamente se elevando de 5 para 7 no duodeno e gradualmente aumenta para 7 a
8 no ileo terminal, reduzindo proximo a 7 na regido do colén até o reto. Estudos tém
demonstrado que o pH coldénico em pacientes com DIl pode ser significantemente
mais acido (ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017)

2.1.1 Funcgdes do trato gastrintestinal

Apesar da principal funcéo fisiologica do TGI ser a digestdo e absorcdo dos
alimentos e seus constituintes, o TGl também representa uma barreira eficiente
contra agentes externos, como peptideos, virus e bactérias (LUNDQUIST,;
ARTURSSON, 2016; URBANSKA et al., 2016).
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Em toda sua extenséo, existem diversas barreiras como as vilosidades e
microvilosidades do tecido intestinal, a barreira de muco, as jun¢gdes que bloqueiam
a passagem entre as células, as proprias células do TGl e o tecido subepitelial
(LUNDQUIST; ARTURSSON, 2016). Dessa forma, a estrutura do tecido intestinal
afeta a biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral (URBANSKA et al.,
2016), tanto em forma de solucdo quanto em formulagBes contendo particulas
(LUNDQUIST; ARTURSSON, 2016).

2.1.2 Muco: suas caracteristicas e importancia

O muco é composto basicamente por 90 a 98% de agua (FANG et al., 2017).
Em sua estrutura had grande quantidade de glicoproteinas, em sua maioria
pertencente a familia mucina (LUNDQUIST; ARTURSSON, 2016) excretadas pelas
células caliciformes e submucosas. Devido a sua composi¢cdo, 0 muco representa
um obstaculo altamente viscoso, com caracteristicas elasticas e adesivas (FANG et
al., 2017).

Dessa forma, a primeira barreira fisica a absor¢gdo no TGI é a barreira de
muco, que pode ter sua espessura variando de 10 a 200 pm e divide-se
estruturalmente em duas camadas distintas, sendo a mais externa a camada mais
frouxa, e a mais interna e fina, a camada mais fortemente aderente (LUNDQUIST;
ARTURSSON, 2016).

Além da mucina e da agua presentes em sua composicdo, é possivel
encontrar bactérias, sais minerais, proteinas, lipideos, macromoléculas e restos
celulares, que favorecem a conexdo e colaboram para a organizacdo de um
ambiente microscopicamente heterogéneo para a liberacdo de particulas (FANG et
al., 2017).

O papel da camada de muco é lubrificar a passagem do quimo para proteger
0 epitélio dos danos mecanicos e da ligagdo de patdgenos, bem como dificultar a
sua chegada as células epiteliais (LUNDQUIST, 2016), o que ocorre por interacdes
hidrofobicas, eletrostaticas e impedimento estérico, aléem de ligacdes de hidrogénio
(FANG et al., 2017).

2.2 Doencas inflamatérias intestinais
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As DIl sao consideradas doencas do século XXI (ALl; HANAFY; EL ACHY,
2016). Compreendem doencas inflamatérias recidivantes (COCO et al.,, 2013;
HELMY et al., 2017) de caracteristica cronica e idiopatica, que podem afetar o TGI
em qualquer regido da sua extensdo (ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017), sendo
os intestinos delgado e grosso, além do colon, as principais regides envolvidas
(NIDHI et al., 2016).

Duas formas clinicamente definidas e mais comuns caracterizam as DII: a
Colite Ulcerativa e a Doenca de Crohn (ALI; HANAFY; EL ACHY, 2016; COCO et al.,
2013; HELMY et al.,, 2017; NIDHI et al., 2016; ZHANG; LANGER; TRAVERSO,
2017). Ambas as formas da DIl sdo condicdes de sério comprometimento na
qualidade de vida do paciente e que geralmente requerem atencdo médica em longo
prazo (FRICIU et al., 2013). Inclusive, as DIl estdo associadas ao risco elevado de
cancer colo retal (ZHANG, 2017).

Apesar da natureza desconhecida da etiologia da doenca, existe evidéncia
experimental que a flora bacteriana residente no lumen intestinal contribui para o
inicio e progressdo da doenca por criar um desequilibrio entre patdégenos e
probidticos, em razdo da diminuicdo natural da flora bacteriana residente com o
avanco da idade (URBANSKA et al., 2016). Contudo, a genética individual, a
hereditariedade, o estresse e as influéncias imunoldgicas parecem desempenhar
papel importante (ALI; HANAFY; EL ACHY, 2016), além de fatores relacionados ao
microambiente intestinal como interacdes entre o epitélio e células imunes, infeccbes
bacterianas e as funcdes de barreiras epiteliais e de fatores epidemiolégicos como
dieta, o habito de fumar, a ingestao de drogas, o status hormonal, variagdes no clima
e as circunstancias de contato social, no desenvolvimento das DIl (NIDHI et al.,
2016).

2.2.1 Epidemiologia das DlII

As DIl afetam milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo que mais de
1 milhdo de pessoas somente nos Estados Unidos, das quais 100 mil sdo criancas
(NIDHI et al., 2016), e seu custo anual estimado ultrapassa os 6 bilhGes de dolares
(ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017).
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Estima-se que cerca de 3,5 milhdes de americanos busquem tratamento
relacionado as DIl anualmente, havendo de 15 a 30 mil casos sendo diagnosticados
ao ano (URBANSKA et al., 2016).

Na Europa ocidental, Asia e na América do Norte, a colite ulcerativa tem
incidéncia anual de aproximadamente 24,3 a cada 100 mil pessoas ao ano, 6,3 a
cada 100 mil pessoas ao ano, 19,2 a cada 100 mil pessoas ao ano,
respectivamente, sendo mais incidente que a Doenca de Crohn, cuja incidéncia
aproximada é de 12,7 a cada 100 mil pessoas na Europa, 5 a cada 100 mil na Asia,
e 20,2 a cada 100 mil na América do Norte (NIDHI et al., 2016), mas a incidéncia
das DIl parece ter aumentado rapidamente nas Ultimas décadas na Asia (DUAN et
al., 2016).

2.2.2 Sinais e sintomas caracteristicos

Cerca de 30 a 40% dos pacientes tem envolvimento coldnico significativo
(FRIEND, 2005). Sintomas clinicos como diarreia, fezes sanguinolentas, dor
abdominal, cdlicas, febre, fadiga, e perda de peso sdo comuns a ambas as
enfermidades (COLLNOT,; ALI; LEHR, 2012).

Enquanto condi¢cbes consideradas distintas, a CU e a DC compartilham além
de muitas das caracteristicas clinicas, o fato de ambas serem caracterizadas por
ciclos de inflamacao recorrente. Os quadros de inflamacédo e ulceracdo surgem em
decorréncia da infiltracdo de mastdcitos, macrofagos, neutréfilos e linfécitos (AL,
HANAFY; EL ACHY, 2016).

Para a CU, a inflamacao esta confinada no célon, estendendo-se de modo
continuo a partir da regido do reto, o que pode, em alguns casos, envolver o colon
em toda a sua extensao, quadro denominado pancolite. JA na DC, a inflamacao,
geralmente descontinua, pode afetar qualquer regido do TGI, com o ileo terminal e 0
c6lon comumente afetados (HUA et al., 2015).

Além disso, sintomas severos que podem ocorrer incluem perda de peso,

taquicardia, anemia, sangramento retal e distensao abdominal (NIDHI et al., 2016).

2.3 Estratégias atuais de tratamento
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O tratamento é sintomético e tem como alvo o controle e prevengédo de
recidivas dos processos inflamatérios, podendo ser utilizadas abordagens
terapéuticas de uso oral ou retal, como 0s enemas e supositorios (ALI; HANAFY; EL
ACHY, 2016). No tratamento usual € empregado o acido 5-aminossalicilico, mas em
caso de inflamacéo severa sdo empregados corticosteroides como a prednisona,
metilprednisona e hidrocortisona, e em quadros de resisténcia ao tratamento padrao
sdo geralmente empregados imunossupressores como 0 azatioprina, o0
6-mercaptopurina e o metotrexato, além de agentes biolégicos, dos quais podem ser
citados o infliximabe, o adalimumabe e o certolizumabe (ALI; HANAFY; EL ACHY,
2016; URBANSKA et al., 2016).

Com o objetivo clinico de maximizar a liberacdo do farmaco na mucosa
entérica afetada, o farmaco pode ser administrado diretamente no reto ou coélon
distal por meio do uso de espumas, enemas e supositérios, bem como através de
administragado oral a partir dos mais variados diferentes sistemas capazes de
garantir a liberacdo entérica do farmaco. De fato, quando administrado na forma
livre, o 5-ASA é absorvido no intestino delgado proximal tornando-se, por fim, ndo
efetivo. Para obter melhores resultados terapéuticos, contudo, ndo é importante o
aumento da dose por via oral, mas certificar-se da disponibilidade local do farmaco
na mucosa inflamada. Inclusive, ja foi demonstrado que aumentar as doses orais de
mesalazina ndo resultou em maiores indices de remissdo na colite ulcerativa
(CAPRILLI et al., 2009).

Dentre as formulagbes atuais empregados no tratamento das DIl, o
mecanismo de liberacdo do farmaco € variado, podendo ser dependente de reducéo
enzimatica, pH responsivo, tempo dependente ou até mesmo da combinacdo de
dois mecanismos distintos (ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017).

Assim sendo, as formulacdes disponiveis no mercado sao baseadas em
compostos associados ao 5-ASA por ligacdo diazo, quebradas somente por
bactérias colbnicas (Olsalazina e Balsalazida), e sistemas de liberagcdo controlada
como o Asacol com formulagdo revestida com Eudragit S, um polimero
gastrorresistente, e o Pentasa, baseado em microesferas de etilcelulose que

prolongam a liberagcéo do farmaco até chegar ao célon (CAPRILLI et al., 2009).

2.3.1 Farmacologia da mesalazina
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A mesalazina é a fracdo ativa da molécula da sulfassalazina (P.R. Vade-
mécum de medicamentos, 2015). A mesalazina € um farmaco sélido, apresentado
na forma de p6 de coloracao rosa acastanhada, sem odor, cujo pH situa-se entre 3,5
e 4,5. O ponto de fus&o é de 260 a 280°C. E solGvel em &cido cloridrico e hidroxidos
alcalinos diluidos, mas pouco solivel em &gua, muito pouco solivel em metanol,
alcool desidratado e acetona e praticamente insolivel em &lcool n-butilico,
cloroférmio, éter, acetato de etila, cloreto de metileno, n-hexano e alcool n-propilico.
Possui coeficiente de particdo n-octanol/agua: -0,16 (VALDEQUIMICA PRODUTOS
QUIMICOS LTDA, 2015).

Muitos parecem ser 0os mecanismos de acao do 5-ASA e ainda permanecem
nao completamente esclarecidos. O farmaco possui um potente efeito inibitorio
sobre os mediadores proé-inflamatérios liberados na mucosa gastrointestinal
(CAPRILLI et al., 2009). Parece ajudar na reducdo de leucotrienos e na inibicao da
liberacdo de IL-1 e IL-2, além de atuar na atividade de transcricdo do NF-kB (NIDHI
et al., 2016). A acdo da mesalazina parece ser predominantemente local na regido
da inflamacédo. O efeito anti-inflamatério do 5-ASA foi fortemente correlacionado a
sua concentracdo local na mucosa (CAPRILLI et al., 2009).

O farmaco pode ser administrado por via oral ou retal, sendo que dessa
forma, h& recomendacéo de retencao do supositorio por 1 a 3 horas, e do enema por
8 horas, para maximizacdo do efeito terapéutico. Cerca de 30% do farmaco
administrado é absorvido apés administracdo oral, e sua absorcdo ndo é afetada
pela presenca de alimentos. A absorcao por via retal é variavel e dependente do pH
retal, podendo variar entre os 10 e 20%. O farmaco liga-se altamente as proteinas
plasmaticas (cerca de 80%) e sua metabolizacdo ocorre pelas vias do trato
gastrintestinal e hepatica, dando origem ao metabdlito acetil-5-salicilico. Seu
metabolito tem tempo de meia-vida de 5 a 10 horas, sofrendo excrecdo por via renal
(SANTOS; TORRIANI; BARROS, 2013).

Contudo, efeitos adversos comuns incluem cefaleia, dor abdominal, diarreia,
eructacdo, faringite, dor torécica, edema periférico, febre, calafrios, mal-estar,
fraqueza, prurido, acne, dispepsia, flatuléncia, nauseas, vomitos, mialgias, artralgias,
entre outros (SANTOS; TORRIANI; BARROS, 2013).

2.3.2 Desafios da terapéutica atualmente empregada
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Dentre as maiores limitagdes do tratamento atual est4 a grande dificuldade
de alcance e manutencdo dos niveis de concentragdo adequados do 5-ASA no
intestino. Quando administrado por via oral, parte do 5-ASA administrado €
absorvido no intestino delgado, o que resulta em uma reducédo do efeito terapéutico
na regiao colonica (XU et al., 2017).

Inclusive, com o0s severos episodios de diarreia tornam ainda mais dificil
alcancar niveis suficientemente altos da concentracdo de farmaco por um periodo
suficientemente longo, particularmente no coélon ascendente, onde o volume de
fluidos é maior, e a elaboracdo de um sistema mucoadesivo pode ser uma estratégia
efetiva. Contudo, a liberacdo e adesédo na mucosa colonica ainda representa grande
desafio (PREISIG et al., 2016).

Além disso, o pH no trato gastrintestinal € um fator critico. No lumen, o pH
local pode afetar diretamente os sistemas de liberagdo, bem como aqueles
submetidos a revestimento entérico, e indiretamente pela atividade enzimatica local
alterada, o que torna consideravelmente importante compreender as variacfes de
gradiente na saude e na doenca. Na maioria dos pacientes, o pH do colon varia de
5,0 a 7,0, podendo alcangar até niveis extremamente acidos (FRIEND, 2005). De
modo complementar, o transito intestinal, a microflora e as enzimas locais, também

impactam a liberacdo de farmacos.

2.4 Desenvolvimento de novos sistemas de liberacao

O desenvolvimento de novos sistemas de liberagcdo para o tratamento das
DIl tem se demonstrado bastante atraente, em vista da sua capacidade de
direcionamento do farmaco especificamente para o local da inflamacéo, ao contrario
dos sistemas convencionais de liberacdo, no qual todo o colon recebe parte do
farmaco administrado. O grande objetivo consiste em induzir e manter por longos
periodos a fase de remissdo dos sintomas (ZHANG; LANGER; TRAVERSO, 2017).

Sendo o principal desafio atual a promocdo de uma liberacdo
especificamente na regido coldnica, varias estratégias tém sido empregadas, dentre
elas, 0 uso de revestimentos gastrorresistentes, o uso de pro-farmacos, o
desenvolvimento de sistemas pH dependentes, sistemas tempo-dependentes e
ativados pela microflora, sistemas multiparticulados e sistemas micro e
nanoparticulados (BAUTZOVA et al., 2012; DUAN et al., 2016).
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Em particular, os sistemas micro e nanoparticulados parecem ser a melhor
estratégia, por facilitarem a interpenetracdo das particulas no tecido alvo. Particulas
em escala micrométrica tendem a permanecer por menor tempo no sitio de acao, o
gue pode ser melhorado pelo uso de polimeros com propriedades bioadesivas ou
mucoadesivas (DUAN et al., 2016), favorecendo o acumulo e a permanéncia dessas
particulas na mucosa inflamada.

O muco é um hidrogel complexo composto por proteinas, carboidratos,
lipideos, sais, anticorpos, bactérias e detritos celulares, cuja principal proteina
presente é a mucina, que pode ser secretada ou ndo. A mucosa gastrica sustenta
um gradiente que vai de pH 1-2 a pH 7,0 (ENSIGN; CONE; HANES, 2012). As
nanoparticulas se ligam ao muco via interacdes hidrofébicas. Grupos carregados de
proteinas de mucina também podem interagir com particulas carregadas e imobiliza-
las no muco. A densidade de carga no muco dependera da forca ibnica local e do
pH, além de serem influenciadas pela presenca de quimo (LUNDQUIST, 2016.)

A mucoadesdo tem sido comumente aplicada na tentativa de melhorar o
tempo de permanéncia das particulas no TGl (ENSIGN; CONE; HANES, 2012). E
uma condi¢do na qual ocorre uma maior atracdo entre o sistema de liberacdo de
farmaco e as glicoproteinas da mucina, presentes no muco. Polimeros catibnicos
como a quitosana interagem com a superficie eletronegativamente carregada do
muco e formando fortes ligacGes eletrostaticas (LAUTENSCHLAGER et al., 2014).

A mucoadesao apresenta inimeras vantagens, como por exemplo, o tempo
de permanéncia prolongado da formulacdo, o que resulta na potencializacdo do
efeito terapéutico do farmaco. Também pode contribuir para uma melhora da
disponibilidade do farmaco, por evitar o metabolismo de primeira passagem, atuando
na protecdo do farmaco frente a degradacdo devido ao trato gastrintestinal,
favorecendo a adesédo do paciente, pela facilidade de administracdo do farmaco e
inicio de acdo mais rapido devido a fixacdo e infiltracdo na superficie mucosa
(MANSURI et al., 2016).

2.4.1 Vantagens sobre os tratamentos convencionais

Os sistemas micro e nanoparticulados podem transitar diretamente pelo

hY

tecido do TGI, bem como aderir a mucosa, pré-requisito para o processo de
translocacdo das particulas (DUDHANI; KOSARAJU, 2010). Estudos demonstram
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que um menor didmetro médio permite com que atravessem mais facilmente a
camada fortemente aderida de muco, em comparacdo a particulas maiores.
Sistemas convencionais se aderem mais a camada frouxa de muco, e assim,
acabam sendo eliminadas pela acdo dos movimentos peristalticos. Microparticulas
menores e nanoparticulas conseguem, por difusdo passiva, alcancar a camada
fortemente aderida de muco, entrando em contato com o epitélio onde o farmaco
deve ser liberado e exercendo sua funcdo (ENSIGN; CONE; HANES, 2012).

Outra estratégia terapéutica explorada no desenvolvimento de micro e
nanoparticulas € baseada na resposta de células imunolégicas que ocorre em
tecidos inflamados, em geral, um aumento de neutréfilos, células natural Killer,
mastoécitos e células T. Além disso, hipoteticamente, a recaptacédo da particula para
o interior dessas células imunoldgicas ou sua passagem pela barreira intestinal nas
regides ulceradas poderiam permitir um acumulo seletivo dos sistemas carreadores
vesiculares ou particulados a area desejada (MEISSNER; LAMPRECHT, 2008).

A liberacéo direcionada pode oferecer uma abordagem eficaz e segura de
tratamento, por prover altos niveis de farmaco no local da doenca, devido ao
prolongamento das atividades farmacoldgicas e da maximizacdo da eficacia. Além
disso, o direcionamento da liberacdo de farmacos pode evitar ou reduzir a
degradacdo do farmaco e a perda de eficacia por ndo alcancar o local afetado. Por
outro lado, a liberacdo direcionada poderia reduzir a frequéncia das doses e
minimizar os efeitos colaterais (NIDHI et al., 2016; PREISIG et al., 2016; ZHANG,;
LANGER; TRAVERSO, 2017), contribuindo para a adesdo ao tratamento e para a
ampliacdo da qualidade de vida do paciente (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Compostos contendo liga¢des diazo, como a sulfassalazina, o pré-farmaco da
mesalazina, sao frequentemente associados a diarreia e o problema dos sistemas
de liberacdo sao ainda as doses frequentes que requer a ingestdo diaria de varios
comprimidos, 0 que reduz a adesdo do paciente a terapia. Além disso, 0 custo
destes produtos de formulagdo oral convencional sdo extremamente elevados
(CAPRILLI et al., 2009).

2.4.2 Caracteristicas dos novos sistemas de liberacdo de farmacos
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Os sistemas micro e nanoparticulados séo preparados a partir do emprego
de constituintes biocompativeis, que demonstram alta seletividade sobre os tecidos
com células doentes (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

A partir do uso de sistemas micro e nanoparticulados, farmacos com baixa
biodisponibilidade ou com efeitos nocivos podem ser distribuidos de forma eficiente
e segura, podendo ser muito promissores na liberacdo oral de farmacos pouco
soltveis em agua (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

O tamanho, formato e caracteristicas quimicas da superficie das particulas
contribuem para a interacéo entre as particulas e o sistema fagocitario mononuclear,
incluindo a internalizacdo e biodistribuicdo das particulas (ZHANG; LANGER,;
TRAVERSO, 2017).

Além disso, sua estrutura pode garantir protecdo ao farmaco, além de
modular a liberagdo permitindo um perfil sustentado ou prolongado. Os sistemas de
liberagdo que empregam nanocarreadores tem, devido ao seu tamanho reduzido,
area de contato suficientemente grande para interacdo com as superficies epiteliais
(EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

2.5 Polimeros empregados em sistemas de liberagcdo de farmacos

Muitos sistemas aumentam a possibilidade de penetracdo mais profunda dos
farmacos nos tecidos através de finos capilares e ter alta eficacia (MALVIYA et al.,
2018). Podem ser empregados polimeros naturais e sintéticos para o
desenvolvimento de micro e nanoparticulas poliméricas.. Dentre os polimeros mais
frequentemente aplicados em formulacées podemos citar o alginato de sédio, a
albumina, a quitosana e a gelatina (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Inclusive, podemos citar o sulfato de condroitina, a amilopectina, a heparina,
0 4cido hialurdnico e o alginato (MALVIYA et al., 2018)

Além dos polimeros naturais, inimeros polimeros de origem sintética podem
ser usados com seguranca. Policianoacrilatos, policaprolactona, acido poli-
glutdmico, polivinilpirrolidona, polietilenoglicol e acido poliacrilico sado alguns
exemplos.

Abaixo, a Figura 1 destaca as formulas estruturais do farmaco e polimeros

empregados neste trabalho.
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Figura 1 - Estruturas quimicas da (a) mesalazina (5-ASA), (b) quitosana, (c) genipin
e (d) ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP)
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2018.

2.5.1 Quitosana

A quitosana é um polimero natural biodegradavel, obtido principalmente da
desacetilagdo alcalina da quitina, o segundo mais abundante polissacarideo depois
da celulose, encontrado principalmente em carapacas e exoesqueletos de
crustaceos, e possui grande potencial para as aplicac6es farmacéuticas (GAUDIO et
al., 2017; GONSALVES et al., 2011; TU et al., 2016).

A quitosana € um po de coloracdo branca a levemente amarelado, com grau
de desacetilacao variando entre 40 a 98%. Tem peso molecular situado entre 50KDa
e 2000KDa, sua viscosidade esté entre 20 a 300cP (FONSECA, 2015).

E insolivel em pH alcalino e valores de pH neutros, mas em ambientes
acidos, uma vez que seu pKa situa-se em 6,3, 0S grupamentos amino sao
protonados e sua solubilidade é melhorada (RASSU et al., 2016). Acidos acético,

latico e formico diluidos sdo capazes de solubilizar o polimero (AHMAD et al., 2017),
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mas dispersdes de quitosana também podem ser preparadas por dissolucdo em
acidos inorgéanicos diluidos, como os &cidos cloridrico, nitrico, fosforico e perclérico
(GONSALVES et al., 2011).

Dentre as suas bem documentadas propriedades encontram-se a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, baixa imunogenicidade,
incluindo-se a atividade antiviral, antimicrobiana, anticancer e anti-inflamatoria
(AHMAD et al., 2017; TU et al., 2016), além de possuir baixo custo de producéo e a
capacidade de melhorar o transporte paracelular e transcelular no epitélio da
mucosa (URBANSKA et al., 2016).

A quitosana pode ser obtida com diferentes massas moleculares, graus de
desacetilacdo e viscosidades. Algumas caracteristicas como solubilidade,
mucoadesdo e penetracdo celular podem ser melhoradas com o uso de um sal
derivado de quitosana (RASSU et al., 2016). A cristalinidade e a massa molecular
exercem efeito sobre as propriedades mecanicas da estrutura da quitosana (AHMAD
et al., 2017).

Contudo, a quitosana é um polimero instavel em ambiente aquoso, limitacao
que pode prejudicar sua eficacia. Nesse contexto, a reticulacdo pode representar
uma solucéo (GAUDIO et al., 2017).

2.5.2 Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP)

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose € um agente de revestimento entérico
utilizado na protecao de farmacos a degradacédo pelo acido gastrico. O HPCMP é o
meio éster ftalico da hidroxipropilmetilcelulose. A faixa de pH limite para a sua rapida
desintegracdo pode ser controlada pela variacdo de seu conteudo ftalico. Tem
densidade aparente de 0,20-0,40g/cm3. Seu peso molecular médio varia de acordo
com seu tipo, sendo que o grau 55 possui entre 27 e 35% de grupos ftalicos,
viscosidade entre 32-48cst e pH 5,5 em solucdo tampé&o de Mcllvaine.

E solivel em cloreto de metileno, metanol e isopropanol, parcialmente
solivel em acetona e dioxano, assim como em misturas (p/p) acetona-agua (95:5),
acetona-etanol (1:1), cloreto de metileno-etanol (1:1) e etanol-agua (8:2), sendo
insollvel em éter e etanol desidratado (SHIN-ETSU, 2002).

2.5.3 Genipin
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O genipin é um produto da hidrélise do genoposideo. O genoposideo é um
iridéide natural, o principal componente da Genipa americana Linnaeus, mais
conhecida como jenipapo. O jenipapo € uma fruta amplamente encontrada na regiao
da América Central e do norte do Brasil. O genoposideo € encontrado no endo e
mesocarpo dos frutos do jenipapo, podendo ser encontrado também nos frutos de
Gardenia jasminoides, Castilleja tenuiflora, Bellardia trixago e Eucommia ulmoides,
além das folhas e caules de Tocoyena formosa e Randia spinosa. A enzima que
catalisa a reacao na qual a molécula de acucar do genoposideo € liberada da origem
ao genipin (BELLE et al., 2018).

Seu peso molecular é de 226,228g/mol, é soltvel em DMSO (50mg.mL™),
DMF (= 25 mg.mL™), etanol a 100% (5 mg.mL™), e metanol. Insolivel em agua. Seu
ponto de fuséo esta situado entre 121-125°C e ponto de ebulicdo em cerca de 416°C
a 760mmHg. Possui densidade de 1,4g/cm3 e pKa 12,07.

Além disso, o fato de ser cerca de cinco a dez mil vezes menos toxico que o
glutaraldeido e de parecer produzir uma moderada resposta anti-inflamataoria in vivo
o torna um bom agente de reticulacdo (BELLE et al., 2018; GAUDIO et al., 2017).

O genipin revela efeitos anti-inflamatdrios e anti-angiogénese, além de inibir

peroxidacao lipidica e producao de 6xido nitrico (MUZZARELLI, 2009)

2.6 Técnicas de producédo de sistemas micro e nanoparticulados

Existem véarias técnicas de producdo de sistemas de liberacao
micrométricos. Dentre os diferentes métodos, podemos citar o spray-drying, a
técnica de simples emulséo, a dupla emulsificacdo, a evaporacao do solvente, bem
como a geleificacdo ionotrépica, a complexacdo polieletrolitica e a reticulacdo
guimica ou covalente (EL-SAY; EL-SAWY, 2017; NIDHI et al., 2016; RASSU et al.,
2016; SARVAIYA; AGRAWAL, 2015).

2.6.1 Spray-drying

O Spray-drying € uma técnica de secagem amplamente utilizada para

obtencdo de pos e granulos a partir de uma mistura de farmaco com os excipientes
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em suspensfes. O método se baseia na secagem de goticulas atomizadas por jato
de ar quente (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004).

E um método de rapido processo, considerado custo efetivo, na qual todo o
solvente organico é eliminado do sistema. Através dessa técnica, as microparticulas
formadas tém caracteristica porosa, e tanto polimeros hidrofilicos quanto
hidrofébicos podem ser empregados.

Contudo, é um processo que emprega altas temperaturas, e seu rendimento
pode ser bem menor considerando que parte das particulas submetidas a secagem.
Além disso, os farmacos submetidos a técnica podem sofrer altera¢des polimérficas
(NIDHI et al., 2016).

2.6.2 Emulsificacéo

Método considerado simples, consiste no gotejamento de uma fase aquosa,
na qual o farmaco foi previamente disperso, em uma fase organica, com o intuito de
produzir pequenas goticulas do farmaco presente na fase dispersa em uma fase
dispersante, que necessitam ser submetidas ap0s o preparo com emprego de
agitacdo, aos processos de centrifugacdo e lavagem, para posterior separagao das
particulas produzidas. A emulsdo formada é estabilizada pela adicdo de um agente
reticulante ou ainda por aguecimento. O processo de mistura e agitacdo com a fase
organica ou aquosa pode acontecer mais de uma vez, processo que gera uma dupla
emulsificacdo (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; EL-SAY; EL-
SAWY, 2017; NIDHI et al., 2016).

2.6.3 Coacervacao/precipitacéo

Método que considera as propriedades fisico-quimicas da quitosana, mas
que precipita e/ou coacerva quando em contato com solucdo alcalina. As particulas
produzidas através da aspersdo da dispersdo de quitosana sobre uma solucdo de
pH alcalino como o hidroxido de sodio, a partir do uso de um compressor de ar. Em
alguns casos, pode ser complicado remover completamente o 6leo da preparagao
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; EL-SAY; EL-SAWY, 2017;
NIDHI et al., 2016).
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2.6.4 Geleificacdo ibnica ou ionotropica

E uma técnica que tem sido aplicada com o objetivo de evitar uma possivel
toxicidade dos reagentes empregados, prevenindo o surgimento de efeitos
indesejaveis. Um polidnion, como o tripolifosfato de sédio (TPP) e um polication
como a quitosana sao dispostos por gotejamento sob agitacdo, e interagem por
forcas eletrostaticas (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; RASSU et
al., 2016).

Inclusive, a quitosana facilmente forma complexos polieletrolitos com &cido
hialurénico, sulfato de condroitina, genipin, entre outros (SARVAIYA; AGRAWAL,
2015). O uso de complexacdo entre macromoléculas de cargas opostas para
preparar microesferas de quitosana tem atraido muita atencdo, uma vez que o
processo € muito simples e suave. Ao contrario da reticulagdo quimica, na qual as
interacdes acontecem por ligacdes covalentes, a reticulacdo fisica envolve

interacOes eletrostaticas (NIDHI et al., 2016).

2.6.5 Reticulacdo covalente ou reticulacdo quimica

Por esse método, ao se empregarem aldeidos mono ou bifuncionais como
agentes de reticulacdo, a reacdo ocorre via adicdo nucleofilica da amina da
quitosana a carbonila dos agentes. Na sequéncia, ha a producao de bases de Schiff
ou aldiminas. O mesmo mecanismo reacional ocorre quando sdo empregadas
cetonas bifuncionais (GONSALVES et al., 2011)

O mecanismo de reticulacdo das cadeias de quitosana pelo genipin parece
ser influenciado pelo pH do meio reacional (MUZZARELLI, 2009). Sendo assim, dois
processos quimicos de reticulagdo podem acontecer: um em meio com pH &cido ou
neutro e o outro processo em ambiente de pH alcalino.

As micro e nanoparticulas preparadas por este método tendem a ser
estaveis em meio aquoso, em pH acidos, neutros e levemente alcalinos (LIU et al.,
2008).

2.7 Micro e nanoparticulas baseadas em polissacarideos
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Polimeros empregados no preparo de sistemas de liberacdo
nanoparticulados devem ser biocompativeis e biodegradaveis. Com esse objetivo,
muitos materiais poliméricos tém sido aplicados, incluindo o acido polilactico, o acido
poliglicolico, a policaprolactona, os polissacarideos, em particular a quitosana, a
familia do &cido poliacrilico, bem como proteinas e polipeptideos como a gelatina, e
outros, sendo que os polissacarideos sdo os materiais poliméricos mais populares
no preparo de sistemas de liberacdo nanoparticulados (LIU et al., 2008).

Os polissacarideos sdo polimeros de monossacarideos. Na natureza, os
polissacarideos podem ser encontrados em diversos recursos como o alginato,
extraido de algas, a pectina e a goma guar, de origem vegetal, a dextrana e a goma
xantana, de origem microbiana, bem como a quitosana e a condroitina, de origem
animal (LIU et al., 2008; MALVIYA et al., 2018).

Os polissacarideos tem um grande numero de grupamentos quimicos
reativos, além de uma ampla variagdo no peso molecular, com composi¢do quimica
variada, o que contribui para sua diversidade estrutural e de propriedade. Podem se
dividir em polieletrdlitos e nao-polieletrdlitos, sendo que ainda podem ser
caracterizados como polissacarideos carregados positivamente, como a quitosana,
ou carregados negativamente, como o alginato, a heparina, a pectina, o &cido
hialurénico, entre outros (LIU et al., 2008).

A maioria dos polissacarideos tem grupamentos hidrofilicos em suas cadeias
como hidroxilas, carboxilas e grupamentos amino, que podem formar ligac6es néo
covalentes com tecidos biolégicos, principalmente o epitélio e as mucosas,
proporcionando bioadesao. A quitosana e o alginato sdo exemplos de bons materiais
bioadesivos. Os carreadores nanoparticulados desenvolvidos com polissacarideos
bioadesivos podem prolongar o tempo de permanéncia, bem como aumentar a
absorcado dos farmacos que carregam em seu interior (LIU et al., 2008).

Nos ultimos anos, um extenso numero de estudos tem sido conduzido com
esses materiais e seus derivados, com potencial aplicacdo nos sistemas de

liberacdo de farmacos nanoparticulados.

2.8 Nanoparticulas obtidas por complexacao polieletrolitica

A técnica de complexacgdo polieletrolitica envolve a mistura de polieletrolitos

com carga oposta que resulta na autoformacéo de agregados em solugdo aquosa



33

devido & formacgédo de ligagcBes eletrostaticas fortes, mas reversiveis, sem qualquer
uso de reticulante covalente (DU et al., 2015).

A complexacdo polieletrolitica se diferencia da técnica de reticulacao ibnica
ou ionotrépica por empregar moléculas maiores com faixa mais ampla de massa
molecular, como polissacarideos, proteinas e polimeros sintéticos (BHATTARAI,
GUNN; ZHANG, 2010)

As propriedades de resposta ao pH de complexos polieletroliticos a base de
quitosana (PECs) dependem, de modo geral, principalmente da escolha da molécula
anibnica para a sua formacéo e da razdo de carga de dois polieletrdlitos. Diferentes
moléculas anidnicas possuem diferentes intensidades de carga e o pH do meio
ambiente modula as interacdes iGnicas entre a quitosana e as moléculas anidnicas
e, consequentemente, as propriedades do complexo (DU et al., 2015).

Polieletrélitos de cargas opostas podem formar complexos intermoleculares,
mas demonstram desestabilizacdo pH-dependente. Inclusive, a estabilidade destes
compostos também depende da densidade de carga, do solvente, da forca i6nica e
da temperatura (AMIDI et al., 2010).

E relatada na literatura a producdo deste tipo de sistema com sucesso a
partir do uso de véarias macromoléculas anidnicas solUveis em agua, incluindo
polimeros naturais como alginato, gelatina, colageno e sulfato de dextrano, e
polimeros sintéticos como o acido poliacrilico, poli (acido lactico-co-acido glicolico)
(PLGA), acido poli (y-glutdmico). Por exemplo, usando quitosana quaternizada
(HTCC) e sulfato de dextrano (DS), complexos polieletroliticos podem ser obtidos
para liberacéo de proteinas (DU et al., 2015).

O processo de complexacdo polieletrolitica apresenta uma série de
vantagens. Por ser um método livre da utilizacdo de solventes organicos, tem se
revelado um processo atdxico, o que evita inducao a efeitos toxicos e outros efeitos
indesejaveis (DUMITRIU; CHORNET, 1998), além de ser uma metodologia que
requer condicdes relativamente simples de controle e sem o envolvimento de altas
temperaturas (KIILLL et al., 2017).

A quitosana, com inUmeros grupamentos amino e caracteristica cationica, €
insoltvel na cavidade oral em pH alto, enquanto se torna mais soluvel a medida que
0 pH diminui, como quando exposto ao ambiente gastrico. As formulagcdes com
dissolugdo pH responsiva sdo bastante empregadas no tratamento de varias

doencas gastricas (DU et al., 2015).
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Além do complexo polieletrolitico poder evitar a liberagcdo prematura do
farmaco, estudos mostram que a escolha de um polimero aniénico gastrorresistente
pode também evitar a liberacdo gastrica de farmacos associados a complexos
polieletroliticos compostos por quitosana. O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMCP) é um polimero aniénico comumente empregado em filmes de revestimento
gastrorresistente de cépsulas e comprimidos (FERREIRA, 2008). Ele foi
recentemente utilizado no preparo de complexos polieletroliticos de quitosana para
incorporacdo de zidovudina para tratamento oral da AIDS, e os resultados
mostraram que estes complexos formaram nanoparticulas e que o polimero
contribuiu para evitar a liberacdo do farmaco em ambiente gastrico e promoveu sua
liberacdo em ambiente entérico, além de estudos in vitro de interac@o eletrostatica
com a mucina terem mostrado promover a mucoadesdo (PEDREIRO; CURY;
GREMIAQ, 2016).

2.9 Nanoparticulas obtidas por reticulacdo covalente

A reticulacdo quimica € uma abordagem direta para produzir redes de
hidrogel permanentes através da ligacado covalente entre cadeias de polimero com
agentes de perfil de liberacdo controlada (DU et al., 2015).

Os derivados de quitosana com grupos carboxilo tais como
carboximetilquitosana, succinilquitosana e alguns outros podem ser desenvolvidos
em preparacbes sensiveis ao pH para administracéo intestinal apos ligagdo com
reticulantes apropriados. Estas preparagdes podem intumecer de modo significante
e realizar a liberagcédo acelerada do farmaco no pH intestinal devido a protonacéo de
grupos carboxilo. A quitosana reticulada quimicamente pode tornar a rede polimérica
estavel em certos ambientes de pH, em particular ao pH gastrico intensamente
acido, o que pode impedir a liberacdo de farmaco no estdbmago e realizar
administracao intestinal localizada de modo controlado (DU et al., 2015).

Moléculas bifuncionais pequenas, como glutaraldeido, ureia-formaldeido e
dianidrido piromelitico tém sido aplicadas com sucesso como agentes reticulantes da
quitosana para administragdo intestinal de farmacos. Estas moléculas podem se
ligar aos grupamentos -NH, e -OH disponiveis no esqueleto de quitosana para
formarem ligagdo covalente, com a formagdo de base de Schiff. De maneira

alternativa, os polimeros com grupos funcionais tais como o poli (acido y-glutamico)
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podem também formar redes reticuladas com quitosana, levando a melhora da
propriedade mecanica ao pH gastrico (DU et al., 2015).

O processo de reticulacdo covalente pode ser realizado a partir da
realizacdo de ligacbes quimicas pelo uso de pequenas moléculas de agentes
reticuladores, de reagcBes entre polimeros com grupamentos quimicos
funcionalizados, e ainda com agentes fotossensiveis ou reacfes catalisadas por
enzimas (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

Os agentes reticulantes mais utilizados sao o glutaraldeido e o formaldeido,
porém sdo agentes com propriedades toxicas. Assim, um novo agente reticulante, o
genipin, um agente quimico naturalmente derivado do género Gardenia, tem sido
investigado pela sua biocompatibilidade. Tem sido reportado que o genipin se liga a
tecidos biolégicos e biopolimeros como a quitosana e a gelatina, além de se ligar
bem as proteinas. Demonstra ser efetivo na reticulagdo com polimeros contendo
grupos amino, além de ser muito menos citotoxico que o glutaraldeido. Inclusive, seu
uso tem demonstrado um perfil de liberacdo prolongada in situ em hidrogéis de
quitosana (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010). Além disso, tem sido reportado que
0 genipin possui propriedades anti-inflamatéria, anti-angiogénica, antioxidante, anti-
proliferativa e indutoras de apoptose (MUZZARELLI et al.,, 2016). A Figura 2
representa 0 mecanismo proposto para a formacao da reticulacdo entre quitosana e

genipin.

Figura 2 - Reacdo de formacdo da base de Schiff entre quitosana e genipin,
formando composto identificado pela coloragéao azul.
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2.10 Nanoparticulas contendo mesalazina

O 5-ASA é um farmaco de classe IV segundo o sistema de classificacédo
biofarmacéutica, logo, possui baixa solubilidade e permeabilidade, culminando em
baixa biodisponibilidade (FERREIRA, 2008). Desta maneira, muitos estudos focam
no desenvolvimento de sistemas particulados com o objetivo de penetrar e reter o
sistema através da mucosa, melhorando seu contato com o local de acdo, onde o
farmaco deve agir.

Nanoparticulas de PLGA preparadas por emulsificacdo e difusdao do
solvente, tamanho 135 nm, com eficiéncia de encapsulacdo na faixa de 22-28%,
promoveu um perfil de liberacdo do 5-ASA com um efeito burst (liberou quase 50%)
seguido de uma liberacdo prolongada de 10 dias. Apesar de aparentemente ser um
resultado promissor, foi utilizado como meio de liberacdo a agua, ndo levando em
consideracdo as diferencas de pH do TGl (MAHAJAN; SAKARKAR; MANMODE,
2011).

Microparticulas de quitosana e alginato produzidas por spray-drying
resultaram em particulas esféricas negativas com diametro menor que 10 um e
eficiéncia de incorporacdo de cerca de 8%, o qual foi considerado satisfatorio em
comparacao com o valor tedrico de 14,3%. Este resultado € promissor, tendo em
vista a solubilidade limitada do 5-ASA. O estudo se limitou a caracterizacao fisico-
guimica e estabilidade (MLADENOVSKA et al., 2007).

Outro exemplo de microesferas de quitosana preparadas por spray-drying
testou os sistemas em modelo in vitro de inflamagdo. Elas n&o apresentaram
citotoxicidade, promoveram a reducdo dos niveis de IL-1le IL-8 e mantiveram o0s
niveis de das interleucinas em células ndo inflamatérias. O teste de liberagcéo
resultou num perfil extremamente lento, mas isto foi devido ao meio de dissolucéo
utilizado ser a 4gua, no qual o 5-ASA é insoluvel (AGUZZI et al., 2011).

Mura et al., (2012) testou uma quitosana modificada, a N-succinil-quitosana,
por possuir como diferencial a baixa solubilidade em meio gastrico, o que confere
potencial para atingir o célon, além da biocompatibilidade, mucoadesao e baixa
toxicidade, assim como a quitosana convencional. Foram produzidas microparticulas
por spray-drying, resultando em particulas esféricas com potencial zeta -20.7

+ 4.9 mV, intumescimento maximo em pH = 7,4, liberacdo de menos de 10% do
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5-ASA em pH acido em 2h e mais de 90% em pH colénico em 24h (MURA et al.,
2012).

Com o objetivo de aumentar ainda mais o direcionamento colénico, um
estudo desenvolveu microesferas magnéticas de magnetita para promover o
direcionamento por meio de aplicagdo de um campo magnético externo. As
microesferas foram produzidas pela técnica da evaporacdo de solvente, utilizando
como polimeros gastrorresistentes o Eudragit S-100 e a etilcelulose, juntamente com
a quitosana. Foi avaliado a encapsulacdo do 5-ASA e a liberacdo, porém nao foram
realizados estudos de direcionamento colbnico por meio da magnetita (KAKAR;
BATRA; SINGH, 2013)

Outra maneira de retardar a liberacdo de farmacos € por meio de
acoplamento covalente do farmaco ao sistema de liberacéo. Pertuit et al (2007) ligou
0 5-ASA ao polimero policaprolactona e produziu particulas por emulsificacdo e
nanoprecipitacdo, obtendo nanoparticulas entre 200-350 nm. Resultados in vivo
mostraram uma diminuicdo da atividade de mieloperoxidase (PERTUIT et al., 2007).

Apesar de alguns trabalhos encontrados, sdo encontrados poucos 0s
estudos envolvendo o desenvolvimento de micro e nanoparticulas contendo 5-ASA.
A maioria aplica a quitosana somada a algum polimero gastrorresistente, utilizando

técnicas de spray-drying, emulsificacdo e nanoprecipitacao.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é explorar diferentes técnicas de producdo de
micro e nanoparticulas de quitosana para incorporacdo de 5-ASA, a fim de promover

uma potencial liberacdo colonica de mesalazina.

3.1 Objetivos especificos

a) Investigar as condigBes Otimas para a obtencdo das nanoparticulas de
quitosana, empregando a complexacado polieletrolitica, a reticulacdo covalente
e a emulsificacdo seguida por reticulacao covalente;

b) Avaliar a capacidade de incorporacao do 5-ASA aos sistemas;

c) Realizar a caracterizacdo das particulas por estudos de determinacdo do
tamanho médio, analise da morfologia e potencial zeta;

d) Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a quantificacdo do
5-ASA nos sistemas desenvolvidos e nos testes de liberacéo;

e) Determinar o perfil de liberacdo do farmaco a partir das microparticulas
obtidas em diferentes valores de pH.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

a)

b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

)
K)

Acido 5-aminossalicilico ou mesalazina, grau de pureza 95%, marca
Sigma-Aldrich®

Acido acético P.A. Vetec®

Acido cloridrico P.A., marca Vetec®

Agitador magnético analégico, marca Velp®, modelo Multistirrer 6
Agua deionizada Milli-Q®

Balanca analitica UniBloc, marca Shimadzu®, modelo AUY220
Cartucho pré-coluna Cyg Aqua, 10/PCT, marca Phenomenex®
Coluna de fase reversa para sistema CLAE Cig de 150mm x 4,6mm,
marca ACE®

Dessecador

Dissolutor, marca Nova Etica®, modelo 299

Filtro de seringa de nylon 0,45um, 13mm, 100/PCT, marca Allcrom®
Filtro de seringa PTFE hidrofébica 0,45um, 13mm, 100/PCT, marca

Allcrom®

m) Fosfato de sédio dibasico anidro P.A. Vetec®

n)
0)
p)
a)

v)
w)

X)

Fosfato de s6dio monobasico monoidratado P.A. Vetec®

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (100g), marca Shin-Etsu Chemical®
Genipin, grau CLAE, marca Sigma-Aldrich®

Hidréxido de sédio (lentilhas) P.A. Vetec®

Membrana filtrante PTFE hidrofébica 0,45um, 47mm, 200/PCT, marca
Millipore®

Metanol grau CLAE, marca Sigma-Aldrich®

Oleo mineral ou vaselina liquida, marca Vetec®

pHmetro digital, marca Tecnopon®, modelo mPA-210, equipado com
eletrodo de pH blindado de bulbo circular, marca Sensoglass®, modelo
SC06

Pipetadores de volume ajustavel, marca Kacil®, modelos AMD e ASD
Polissorbato 80 ou Tween 80 P.A., marca Vetec®

Quitosana de baixo peso molecular (250g), marca Sigma-Aldrich®

39
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y) Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, marca Shimadzu®, LC-
20AT, com detector UV-Vis SPD-20A, modulo de comunicagdo CBM-20A,
e autoamostrador SIL-20HT

z) Termdmetro digital infravermelho de mira laser, marca Incoterm®, modelo
ST-600

aa)Zetasizer Nano ZS, marca Malvern®

4.2 Etapas de pré-formulacéo parareacao de complexacao polieletrolitica

Inicialmente, foi realizado um estudo da incorporagédo do farmaco mediante
analise do seu comportamento nos meios acido e basico, considerando que o
farmaco apresenta diferentes valores de pKa. Trés diferentes solu¢des contendo
5 mg.mL™ de 5-ASA foram preparadas: em &cido acético, em &cido cloridrico e em
NaOH, cada uma na concentracéo de 0,1 M e o resultado foi avaliado visualmente
guanto a presenca de precipitacdo ou floculacédo, variacbes na cor da solugdo no
momento do preparo e alteracfes de cor em decorréncia do tempo pdos preparo e
por exposicao a luz.

Considerando que a complexacdo polieletrolitica é altamente influenciada
pelo pH do meio reacional, realizou-se um estudo para determinacao da ordem ideal
para gotejamento dos polimeros e para definicdo de qual dispersdo polimérica
receberia o farmaco, uma vez que as alteracdes possiveis refletiriam no resultado.

Foi testada a solubilizacdo do farmaco em tampédo fosfato e em &cido
cloridrico 0,1 M. Foram realizados gotejamentos da dispersdo de HPMCP sobre
dispersdo de quitosana preparada com acido acético 0,1 M contendo o farmaco
anteriormente solubilizado em solucao tampao fosfato ou em &cido cloridrico 0,1 M,
posteriormente ajustado para 5,5, com o auxilio de seringas com agulha descartavel
e sob constante agitacdo magnética préxima de 800 rpm.

4.3 Método da complexacao polieletrolitica
As nanoparticulas de quitosana foram preparadas através da complexacao

polieletrolitica com HPMCP, polimero insoltvel em pH &cido e que, por este motivo,

confere gastrorresisténcia. Desta forma, suspensfes de particulas foram formadas
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por gotejamento da dispersdo de HPMCP em dispersdes de quitosana sob agitacéo
magnética proxima de 800 rpm e temperatura fixada em torno de 35 a 37°C.

A dispersdo de quitosana foi preparada a partir da incorporacdo do pé em
solucdo de acido acético 0,1 M, mantida sob agitacdo por cerca de 30 minutos a
velocidade aproximada de 500 rpm, até completa dissolucdo. J& a dispersédo de
HPMCP foi preparada a partir da incorporacdo do pé em solucédo de hidroxido de
sédio 0,1 M, mantida por cerca de 20 minutos sob agitacdo constante, a mesma
velocidade. O pH destas solu¢fes situava-se em valores proximos de 4,00 e 13,00,
respectivamente. Os valores de pH das solugbes foram posteriormente ajustados
para cerca de 5,50.

A complexacao polieletrolitica foi realizada com a preparacédo de diferentes
volumes de HPMCP, em diversas concentracées, os quais foram gotejados em
dispersao de quitosana de concentragdo variavel sob constante agitagdo magnética.
Em seguida, a mistura resultante foi classificada visualmente como dispersao
transparente (DT), dispersao opalescente (DO) e agregados (A). Por fim, os valores
das concentracdes de quitosana e HPMCP presentes na dispersao final de cada

amostra foram organizados e encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Relacéo para preparo das amostras de particulas em relagdo ao volume
de quitosana e HPMCP a serem utilizados e sua razdo polimérica em massa.

(continua)
Concentracdo Volume de Volume de Razéo
Amostra QS e HPMCP QS/HPMCP
(mg.mL?Y) QS HPMCP (mg/ma)

NP1 1,0e1,0 48,0 mL 3,0mL 16:1
NP2 1,0e1,0 48,0 mL 6,0 mL 8:1
NP3 1,0e1,0 48,0 mL 12,0 mL 4:1
NP4 1,0e1,0 48,0 mL 16,0 mL 31
NP5 20e1,0 24,0 mL 16,0 mL 31
NP6 3,0e1,0 16,0 mL 16,0 mL 31
NP7 40e1,0 12,0 mL 16,0 mL 31
NP8 50e1,0 9,6 mL 16,0 mL 31
NP9 6,0e1,0 8,0 mL 16,0 mL 31
NP10 1,0e1,0 48,0 mL 24,0 mL 2:1
NP11 1,0e1,0 48,0 mL 48,0 mL 1:1
NP12 1,0e5,0 48,0 mL 3,0mL 3,2:1

NP13 1,0e5,0 48,0 mL 6,0 mL 1,6:1
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Tabela 1 — Relac&o para preparo das amostras de particulas em relacdo ao volume
de quitosana e HPMCP a serem utilizados e sua razao polimérica em massa.

(concluséo)

Concentracao Razao
Amostra 0S e HPM%:P Volume de Volume de QS/HPMCP
(mg.mL™) QS HPMCP (mg/mg)

NP14 1,0e5,0 48,0 mL 12,0 mL 0,8:1
NP15 1,0e5,0 48,0 mL 24,0 mL 0,4:1
NP16 1,0e5,0 48,0 mL 48,0 mL 0,2:1
NP17 50e1,0 48,0 mL 3,0 mL 80:1
NP18 50e1,0 48,0 mL 6,0 mL 40:1
NP19 50e1,0 48,0 mL 8,0 mL 30:1
NP20 50e1,0 48,0 mL 12,0 mL 20:1
NP21 50e1,0 48,0 mL 24,0 mL 10:1
NP22 50e1,0 48,0 mL 48,0 mL 5:1

Fonte: do autor.

4.4 Método de reticulacdo quimica da quitosana com genipin

O método foi adaptado de Fonséca (2015). Em um béquer, foi pesado
aproximadamente 0,01 g de polissorbato 80. Em seguida, foram pesados 50 mg de
5-ASA, que foram adicionados sobre 10 mL de quitosana previamente preparada na
concentracdo de 0,5 mg.mL™ em &cido cloridrico 0,1 M. A parte, foram preparados
50 mL de solucédo alcodlica a 40%, contendo 11,30 mg de genipin e 10 mL dessa
solugcdo foi adicionada gota a gota sobre a mistura de 10 mL da dispersdo de
quitosana, empregando uma seringa imersa na dispersao, com pressao necessaria
para fornecer fluxo de 1 mL/min.

Foram testados dois tipos de agitacdo para a reacdo de reticulacao:
a agitacdo magnética a 800 rpm por 3 horas (agitador magnético analégico, marca
VELP, Multistirrer 6, Usmate Velate, Itdlia) e o agitador digital de alta performance
(ultra-turrax, IKA, modelo T 25 D, Staufen, Alemanha) a 8.000 rpm por 5 minutos. As
dispersdes resultantes foram centrifugadas a 3.400 rpm por 30 minutos e
ressuspensas em agua para caracterizacao.

As amostras produzidas por esse método foram chamadas de Chem-Mag,
quando submetidas a agitacdo magnética e Chem-UT, quando submetidas a

agitacao pelo ultra-turrax.
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4.5 Método de emulsificacdo agua/dleo pela reticulagdo da quitosana com
genipin

O procedimento de preparo € similar ao descrito por Moura et al. (2015) com
algumas pequenas modificacbes. A quitosana foi preparada na concentracdo de
5 mg.mL™ em solucdo aquosa de HCl a 0,1 M. Como resultado, foram obtidas
dispersdes correspondentes a fase dispersa em agua (hidrofilica), na qual o 5-ASA
foi solubilizado & 5 mg.mL™.

Em seguida, um volume de 3 mL dessa solucéo foi dispenso, entdo, por
gotejamento, a 40 mL da mistura de 6leo mineral e 0,8 mL de Span 80 (2%, v/v), que
foi a fase organica, resultando em uma fase agua/éleo na proporcao de 1:13,3 v/iv. A
emulsdo A/O foi produzida sob constante agitacao, utilizando agitacdo magnética na
velocidade aproximada de 800 rpm (MOURA; MARTINS; DUARTE, 2015). Uma vez
formada a emulsdo, 15 mg de genipin foram dispersos em 5 mL de etanol 70%, do
qual um volume de 0,5 mL foi retirado, para manter proporcdo 1:100 GNP/QS, e foi
adicionado gota a gota a emulsédo A/O, a fim de obter uma emulsdo com a proporcéo
de genipin para quitosana de 1:6 (v/v). O pH final das dispersdes de quitosana e de
genipin ndo foram medidos. Para a reticulacdo dessas particulas, também foram
testados dois processos de agitacdo, um usando agitador magnético a 800 rpm por
3 horas e outro com ultra-turrax a 8.000 rpm por 5 minutos, ambos a temperatura de
25°C.

As particulas resultantes foram separadas da fase dispersante por
decantacdo. O sobrenadante foi eliminado e as particulas foram lavadas com 20 mL
de hexano com agitacdo manual com auxilio de um bastdo de vidro por trés vezes.
Finalmente, as particulas foram deixadas em repouso, e em seguida, submetidas a
secagem a temperatura ambiente. As amostras produzidas por este método foram
denominadas Emul-Mag quando submetidas a agitacdo magnética e Emul-UT
quando submetidas a agitacao por ultra-turrax.

O procedimento de preparo de amostras por emulsificacdo A/O, seguida por

reticulacdo quimica esta descrito na Figura 3.
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Figura 3 - Procedimento para preparo de amostras por emulsificacdo A/O e
reticulacdo quimica.

Quitosana 0,5% em HCI 0,1M
5-ASA a 5mg/mL

Gotejamento sob
agitacao
|
W

Oleo mineral
Span 80a 2%

l

Emulsdo AfO

A

Reacdo de reticulacdo

/\

Agitacdo magneética Ultra-turrax
3h 5 min

\_Y_I

Decantacdo / Lavagem

|

Particulas de 5-ASA

Genipin em
solucdo alcoolica

Fonte: Do autor.

4.6 Caracterizacdo das particulas obtidas

Conforme descrito abaixo, foram realizadas as andlises para determinacao de
tamanho, Pdl e andlise de potencial zeta para as amostras de microparticulas

preparadas.

4.6.1 Determinacdo de tamanho, Pdl e analise de potencial zeta

As amostras foram caracterizadas por espalhamento de luz dinamico (DLS),
o indice de polidispersidade (Pdl) e a mobilidade eletroforética usando o Zetasizer
NanoZS, da Malvern Instruments, Inglaterra. Os indices de refragdo usados foram

de 1,33 e 1,55 para a agua e a quitosana, respectivamente. Todas as medidas foram
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realizadas em triplicata na temperatura de 25°C e para cada amostra, o diametro
médio da particula, a polidispersidade e o desvio-padrédo de dez determinacdes foi

calculado pela aplicacéo de analise multimodal.

4.6.2 Morfologia das particulas

A morfologia das particulas produzidas foi analisada mediante imagens de
microscopia Otica, acoplada a uma camera. Foi obtida por um procedimento de
escaneamento uma meédia de 50 imagens para cada uma das 3 amostras
preparadas, colocadas sobre uma lamina e secas ao ar livre, seguindo uma
sequéncia da esquerda para a direita (MOURA; MARTINS; DUARTE, 2015).

4.6.3 Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia infravermelho empregada foi o FTIR-ATR -
Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier com dispositivo de
refletancia total atenuada, Vertex 70, Bruker, Alemanha. Esse método foi usado para
investigar a reacdo de reticulacdo dos grupos amino da quitosana com o genipin. As
particulas usadas nesta analise, contudo, foram previamente submetidas a
liofilizacdo com o intuito de produzir um po fino. Foi adicionado brometo de potassio
ao po obtido e a mistura foi compactada em forma de pastilha. Os espectros de
infravermelho foram obtidos em temperatura ambiente, na frequéncia entre 4000 e
400 cm™, com resolucdo de 4 cm™. Foram também obtidos os espectros dos

polimeros puros e do farmaco para comparacao.

4.6.4 Analise de difracdo de raios-X por po

As analises foram realizadas a temperatura ambiente usando o difratbmetro
Rigaku, marca Ultima IV, Toquio, Japao com geometria 6-26, utilizando radiagao
CuKa (A = 1,5418 A), e monocromador de grafite, em operagdo a 40 kV e 30 mA. O
intervalor de varredura angular 20 entre 3° e 50° em 26, com varredura continua,
passo de 0,02° em 20 e velocidade de 0,5° 26/min. As amostras foram finamente

posicionadas em um superficie de vidro no amostrador.
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Os padrbes experimentais foram comparados aos calculados pela importacao
das estruturas dos cristais determinados para o farmaco livre, o cloridrato de
mesalazina e cloridrato de mesalazina monoidratada (CCDC CODE: SAQJAV02;
SAQJEZ; PUVMALU), encontradas no programa Mercury.

4.6.5 Analise do rendimento de particulas

Toda a massa de particulas de quitosana recuperada ap0s a lavagem e a
secagem foi pesada e dispersa em 15 mL de NaOH 1 M para promover a
precipitagdo da quitosana e a solubilizacdo do 5-ASA. O sistema foi centrifugado a
3.400 rpm por 30 min e o sobrenadante foi diluido em fase movel, sendo
posteriormente filtrado em membrana PTFE 45 um para injecdo no CLAE.

O rendimento foi calculado pelo peso do placebo, e das particulas que
possuiam o 5-ASA encapsulado recuperadas em relacdo ao material inicialmente
usado para o preparo das particulas. O rendimento foi determinado pelo uso da

formula descrita abaixo:

Rendimento % = Rendimento pratico / Rendimento Teorico x 100

4.7 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para determinacéo de

5-ASA nas particulas

Uma metodologia analitica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi
desenvolvida e validada para determinacdo da concentracdo do farmaco. O
equipamento da Shimadzu foi usado nas analises, e consiste de um maodulo com
bomba para doseamento dos solventes CBM-20A, detector espectrofotométrico
SPD-20A, ajustado para 254 nm, e um modulo de injecdo automatica SIL-20AHT,
para injecdo de 20 pL de amostra. Foi usada uma coluna de fase reversa C;g marca
ACE de 150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e tamanho de
particula 5 pm.

A fase mobvel isocratica empregada consistia de uma mistura de
metanol/tampao fosfato pH 6,6, com proporcédo 9:1 (v/v), sob um fluxo de
0,6 mL/min. Foi construida uma curva de calibracdo das solu¢des padréo de 5-ASA

de 1 pg.mL™ a 50 pg.mL™* dissolvida em fase mével.
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A fase movel para construcdo da curva de calibracdo foi composta de
tampéao fosfato 0,05 M pH 5,5 ou 6,6 e metanol, na propor¢cdo de 90:10, visando
manter o tempo de retencdo adequado a separacdo dos componentes das
formulacdes e a visualizacdo do perfil cromatografico.

Os seguintes parametros de validacao foram considerados na construcéo da
curva analitica: seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo e limites de deteccao e
quantificacao.

Para avaliacdo da seletividade, foi eluido pelo sistema cromatografico uma
amostra contendo o farmaco, na mesma fase moével do sistema, dentro da faixa de
concentracdo estabelecida para constru¢do da curva e uma amostra denominada
“branco”, que nao continha tragos do insumo farmacéutico ativo empregado.

Para demonstracdo da linearidade a partir da curva analitica construida,
foram preparadas trés amostras para sete diferentes concentragdes, a saber: 1,0;
2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 50,0 pg.mL™, diluidas a partir de uma mesma solucéo
mae, conforme recomendado pela ANVISA (BRASIL, 2017).

Para avaliacdo da exatiddo e da precisdo do método, foram preparadas para
cada parametro trés amostras para trés diferentes concentracdes (baixa, média e
alta), cujas concentracdes reais, desvios-padrao e coeficientes de variacdo foram
calculados.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados em parametros
da curva analitica.

Quanto a robustez, o método ndo foi completamente avaliado, apesar das
percepcbes do analista durante a determinacdo das melhores condigbes para

realizacdo das analises.

4.8 Estudos de liberagéo in vitro do 5-ASA

Os estudos de liberacdo in vitro do 5-ASA a partir das formulacdes
desenvolvidas foram realizados empregando dissolutor (modelo 299, marca Nova
Etica) e as seguintes condi¢des: volume de meio de 300 mL, aparato cesto e
agitagdo 50 rpm e temperatura de 37°C. As formulac¢des foram isoladas do meio de
liberacdo através do acondicionamento em sacos de didlise (membrana sintética de
acetato de celulose com cut off de 12-14 KDa). As membranas foram cortadas em

forma de cilindro com cerca de 6 cm e lavadas com agua Milli-Q a temperatura de
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100°C por 15 minutos. Em seu interior, foram acrescentados 2 mL da amostra,
contendo 5-ASA a 4 mg.mL’, tendo posteriormente as duas extremidades
amarradas com um no.

Para avaliacdo da liberacdo gastrica utilizou-se como meio de dissolucéo,
solucdo de &cido cloridrico 0,1 M, pH 1,2 e procedeu-se 0 ensaio durante 1 hora.
Para avaliacdo da liberacdo entérica, utilizou-se como meio de dissolucdo tampéao
fosfato 0,05 M, pH = 6,6, e procedeu-se 0 ensaio por 6 horas, com coleta a cada
hora, para tracar o perfil de liberacdo do farmaco. Vale ressaltar que para os dois
meios utilizados, as condi¢des sink foram mantidas. Foram coletadas amostras de
1 mL, com imediata reposi¢do do meio, e o farmaco foi determinado CLAE.

A cinética de liberacédo do farmaco foi avaliada pela aplicacdo de diferentes
modelos matematicos, como de ordem zero, de primeira ordem, Weibull, Korsmeyer-
Peppas e Higuchi. Para selecionar o melhor modelo que se adequa ao perfil de
liberacéo foi utilizado o coeficiente de correlagéo linear (r) (COSTA; SOUSA LOBO,
2001; FREDENBERG et al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos em cada uma das fases realizadas na pesquisa estao

descritos abaixo.
5.1 Obtencéo das microparticulas de quitosana

Como a mesalazina € um farmaco que possui diferentes valores de pKa
(2,02; 5,8 e 12) conforme descreve ZERROUK et al. (1998), foram realizados testes
de solubilidade, com o propésito de identificar o seu comportamento em solucdes
acida e basica, para realizacdo da complexacéao polieletrolitica. Com a concentracéo
estabelecida em 5 mg.mL™?, o farmaco foi pesado em balanca analitica, adicionado
em solucdes de acido acético e cloridrico 0,1 M e em solucdo alcalina de NaOH
0,1 M, e o resultado da solubilizacdo foi avaliado visualmente, conforme Figura 4.

Figura 4 — Solucdo de mesalazina preparada em diferentes condi¢cdes.

A

Fonte: Do autor.

Legenda: Em A, solugéo recém-preparada de mesalazina a 5 mg.mL'1 em solugdo de
acido cloridrico 0,1 M. Em B, comparacéo entre as solugdes em meio 4cido
(&cido cloridrico) e basico (hidroxido de sédio), respectivamente.

B

Foi observado que em solugéo bésica o escurecimento é mais pronunciado,
0 que esta de acordo com Zerrouk et al. (1998), que relata que em pH elevado ha o
aparecimento de imina, de coloracdo escura, devido a oxidacao do 5-ASA, como

reproduzido na Figura 5.
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Figura 5 - Degradacgéao oxidativa do 5-ASA.

COOH COCH
OH OH
OXIDATION
2H,0
+
NH, NH,
5 ASA COLOURED IMINE
pH 5 (Yellow)
pH 8-9 (Black)

Fonte: ZERROUK et al., 1998.

Ap6s a percepgdo de que independentemente do solvente utilizado, a
solugcédo de 5-ASA escurecia em poucos dias, foi determinado que para a realizacéo
dos estudos posteriores, as amostras de 5-ASA deveriam ser sempre preparadas no
momento do uso. Porém, a partir da utilizacdo da solucédo de HCI 0,1 M, a amostra
se mantinha limpida e sem a presenca de precipitados durante a producdo das
nanoparticulas.

Com isso, foi estipulado que, para a sua solubilizacdo e a producdo das
nanoparticulas por complexacéo polieletrolitica, 0 meio que mantinha a estabilidade
do 5-ASA por maior tempo, sendo o mais apropriado, era 0 que possuia acido
cloridrico, no qual o pH esteja menor que 2.

Para determinar em qual das duas dispersfes poliméricas (quitosana ou
HPMCP) o farmaco deve ser incorporado previamente ao processo de complexacao
polieletrolitica, foram produzidas suspensGes de nanoparticulas empregando
quitosana de baixa viscosidade (QS) em acido acético 0,1 M, o HPMCP e 0 5-ASA,
nas concentracbes de 5 mg.mL? 4 mgmL! e 5 mg.mL?, respectivamente,
mantendo-se uma relagdo de massa trés vezes superior de quitosana em relagédo ao
HPMCP, conforme descrito na literatura (BARBI, 2011).

Primeiramente foi testada a incorporacao do 5-ASA solubilizado em tampéao
fosfato pH 5,5 na dispersdao de HPMCP preparada em NaOH a 0,1M, com pH
ajustado para 5,5, conforme Figura 6. A partir dessas solucdes, foi efetuado o

gotejamento da dispersdao de HPMCP contendo o farmaco ja disperso sobre a
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dispersédo de quitosana, visando a producdo de nanoparticulas com a concentracao
final de farmaco situada em 5,0% em relacdo a massa de polimeros adicionada.

As suspensfes resultantes apresentaram opalescéncia, com aparéncia
leitosa de cor esbranquicada, mas tornavam-se escuras em poucos dias,
apresentando cor vinho a preto e sedimentacédo grosseira. A alteracéo da cor pode
ser devido as reacfes de oxidagdo do 5-ASA em meio alcalino, que resulta no
surgimento de imina, de cor mais escura (ZERROUK et al., 1998), o que esta de
acordo com o estudo de solubilizacdo do 5-ASA. Portanto, a solubilizacdo do 5-ASA
em meio neutro-alcalino para adiciond-lo na disperséo de HPMCP resulta em
nanoparticulas com alteracdo do farmaco. Desta maneira, alterou-se o método de
modo que a adicdo do 5-ASA ocorra na dispersao de quitosana preparada em acido
acético 0,1 M, com a prévia solubilizacdo do farmaco em meio acido contendo HCI

na concentracdo de 0,1 M.

Figura 6 - Formacédo das NPs de quitosana em tampao fosfato pH 5,5.

Quitosana em
acido acético 0,1 M
pH 5,5

5-ASA
5 mg/mL

HPMCP
em NaOH 0,1 M
pH5,5

em NaOH 0,1 M

em tampdo
pH5,5

fosfato pH 5,5

AGITADOR MAGNETICO * Alteragdes de cor
* Precipitagbes

Fonte: Do autor.

O pH final da dispersdo de quitosana adicionada do farmaco foi
posteriormente ajustado para 5,5 e foi gotejada com a dispersdao de HPMCP, como
indicado na Figura 7. As nanoparticulas resultantes tinham aparéncia bem mais

clara e estavel que as obtidas no processo anterior.
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Figura 7 — Formacao de NPs de quitosana em acido cloridrico 0,1 M.

HPMCP em
NaOH 0,1 M
pH5,5

Quitosana em
écido acético
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Quitosana em
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pH 5,5 pH5,5

AGITADOR MAGNETICO

Dispersdo opalescente
estavel

Fonte: Do autor.

A partir desses resultados, ficou definida a incorporacdo da 5-ASA na
dispersédo de quitosana, que por sua vez é gotejada sobre o HPMCP, sob constante
agitacao.

Tendo definido a melhor maneira de realizar o gotejamento, foi construida
uma tabela, na qual é possivel identificar as particulas cuja propor¢do entre
polimeros torna possivel a producédo de suspensdes opalescentes, um indicativo de
formacgé&o das nanoparticulas.

Para isso, foi empregada solucdo de QS e HPMCP, ambas nas
concentracbes de 0,1 e 0,5%, com a consequente producdo de particulas sem
farmaco.

Mediante gotejamento, a solugdo de HPMCP foi titulada sobre a dispersao
de QS, com o uso de uma seringa com agulha descartavel e agitacdo magnética
constante.

As suspensdes de particulas foram preparadas com diferentes volumes de
HPMCP, gotejados sobre a dispersao de quitosana. Com isso, foram preparadas 22
amostras, visualmente classificadas como dispersdes transparentes (DT),
opalescentes (DO) ou agregados (A), como demonstrado na Figura 6. A

classificacao visual das amostras esta indicada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacdo visual em dispersdes transparentes (DT), opalescentes
(DO) ou agregados (A) das amostras de particulas produzidas.

Amostra Razéo Class_ifica(;éo
QS/HPMCP visual
NP1 16:1 DO*
NP2 8:1 DO*
NP3 4:1 DO*
NP4 3:1 DO
NP5 31 DO
NP6 31 DO
NP7 3:1 DO
NP8 31 DO
NP9 31 DO
NP10 2:1 DO**
NP11 1:1 DT
NP12 3,2:1 DO*
NP13 1,6:1 DO*
NP14 0,8:1 DT*
NP15 0,4:1 DT*
NP16 0,2:1 A
NP17 80:1 DO
NP18 40:1 DO
NP19 30:1 DO
NP20 20:1 DO
NP21 10:1 DO*
NP22 5:1 A

Fonte: Do autor.

* Nota: Presenca de sedimentacao grosseira. ** Sedimentacao discreta e fina.

A Figura 8 ilustra as diferencas visuais de opalescéncia entre as amostras

produzidas.

Figura 8 — Suspensfes de nanoparticulas produzidas por reticulagéo polieletrolitica

. \‘\‘:\ o’ /-6-
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D

Legenda: Em A, amostra de particulas classificada como dispersao transparente,
inclusive com presenga de sedimentacdo. Em B e C, amostras
classificadas como dispersdo opalescente, apesar da diferenca no grau
da opalescéncia. Em D, amostra totalmente opaca, caracteristica de uma
amostra agregada.

Fonte: Do autor.

As amostras que resultaram em dispersao opalescente foram a NP4 a 9 e
NP18 a uOs resultados de diametro médio, PDI e potencial zeta estdo dispostos na
Tabela 3. A partir desses resultados, foi possivel compreender que com altas
propor¢cdes de QS em relagcdo ao HPMCP, o Pdl fica aumentado, o que se deve ao
fato de que parte da QS utilizada pode néo ter interagido com o HPMCP gotejado na
amostra. Com isso, decidiu-se por empregar uma menor concentracao e proporgcao

na producdo das novas amostras.

Tabela 3 — Concentragédo e propor¢do dos polimeros empregados, tamanho, PDI e
potencial zeta das suspensdes de nanoparticulas sem farmaco.

A Proporcéao A Potencial
mostras polimérica Diametro (nm) PDI (zn?'{?)
NP4 3:1 299,8 0,148 24,4
NP5 3:1 340,0 0,199 22,5
NP6 3.1 395,3 0,207 23,5
NP7 3:1 419,8 0,232 21,9
NP8 3:1 491,0 0,264 23,2
NP9 3:1 583,3 0,315 23,2
NP18 40:1 483,4 0,667 -
NP19 30:1 480,3 0,706 -
NP20 20:1 498,7 0,641 -

Fonte: Do autor.
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Com isso, as amostras que resultam em NPs com melhor PDI foram as NPs
de4ao.

Foram produzidas nanoparticulas contendo 5,0% de farmaco, em relagéo a
concentracdo utilizada dos polimeros, para a NP8. Seu diametro médio, PDI e
potencial zeta foram respectivamente 532,8 nm, 0,289 e 25,7 mV.

E possivel constatar que com a utilizagdo do farmaco, houve um ligeiro

aumento no tamanho, PDI e potencial zeta em relacdo a amostra sem farmaco.

5.2 Metodologia analitica para analise de 5-ASA por CLAE

Foram determinados dois valores de pH para construgdo das curvas de
calibracdo para a andlise do farmaco contido nas particulas produzidas. Foi
estabelecido pH 5,5 como o pH mais favoravel a producdo das nanoparticulas,
enquanto que o pH 6,6 foi estabelecido como o pH necesséario a realizagdo dos
ensaios de liberagéo.

Dessa forma, foram preparadas solu¢cdes com concentracdo conhecida de
farmaco e que posteriormente foram injetadas no sistema CLAE para quantificacao.

Nas tabelas 4 e 5, encontram-se a média, desvio padrdo e coeficiente de
variacdo de cada concentracdo preparada para a obtencdo das curvas no pH 5,5 e

6,6, respectivamente.

Tabela 4 — Dados de area do pico cromatografico, desvio padréo e coeficiente de
variacdo das amostras das solucdes de trabalho em tampéao fosfato quantificadas
em CLAE no pH 5,5

5-ASA

(ug.mLY) Area média DP CV (%)
1,0 12.603,00 600,25 4,76
2,5 41.998,00 210,29 0,50
5,0 97.642,33 227,29 0,23
10,0 203.656,33 747,20 0,37
20,0 436.739,67 4.177,86 0,96
40,0 858.173,33 3.371,36 0,39
50,0 1.077.369,00 5.135,33 0,48

Fonte: Do autor.
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Tabela 5 — Dados de &rea do pico cromatogréafico, desvio padrdo e coeficiente de
variacdo das amostras das solucdes de trabalho preparadas em tampéo fosfato
quantificadas por CLAE no pH 6,6

5-ASA

(ug.mLY) Area média DP CV (%)
1,0 21.617,67 1.478,02 6,84
2,5 64.049,33 708,42 1,11
5,0 134.040,67 721,01 0,54
10,0 272.160,67 463,47 0,17
20,0 560.437,00 5.598,22 1,00
40,0 1.088.322,00 3.118,21 0,29
50,0 1.361.994,67 11.384,19 0,84

Fonte: Do autor.

Na Figura 9 encontra-se a curva de calibragéo e a regresséo linear em pH
5,5, cuja inclinacdo da curva possui desvio padrdo de 44,93, e coeficiente de
variacdo de 0,21%, e o y-intercepto possui desvio padrdo de 203,14, e coeficiente de

variacéo de 2,05%, com o coeficiente de correlacao r superior a 0,99.

Figura 9 — Curva de Calibracéo da analise de 5-ASA em pH = 5,5 por CLAE, em
mistura de tampao fosfato e metanol, na proporcao 90:10.

1.200.000,00 -
_ y =21770x- 9894,3
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800.000,00 -

600.000,00 -

400.000,00 -
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0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Fonte: Do autor.

Ja na Figura 10, encontra-se a curva de calibracdo e a regressao linear do
pH 6,6, cuja inclinacdo da curva possui desvio padrdo de 164,78, e coeficiente de
variacédo de 0,60%, e o y-intercepto possui desvio padrao de 92,65, e coeficiente de

variacéo de 7,64%, com coeficiente de correlacéo r superior a 0,99.
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Figura 10 — Curva de Calibracdo da analise de 5-ASA em pH 6,6 por CLAE, em
mistura de tampao fosfato e metanol, na propor¢éao 90:10.
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Fonte: Do autor.

Foram determinadas a precisao intra e inter-dia. Ambas foram determinadas
pela andlise de trés concentracdes variadas (2,5, 10,0 e 50,0 pg/mL) em um mesmo
dia ou dias distintos, respectivamente. Os resultados estao nas tabelas 6 e 7.

A partir desses dados, foi possivel calcular seu desvio padréo e coeficiente
de variacdo para n=3, determinando assim o indice de recuperacdo ou exatidao do
ensaio, com valor médio de 97,78% para o ensaio intra-dia e 97,81% para o ensaio
inter-dia no pH 5,5, e 98,46% para o ensaio intra-dia e 97,90% para o ensaio inter-
dia no pH 6,6.

Inclusive, foram determinados os limites de detec¢éo e quantificacdo para o
farmaco analisado, e os limites constatados foram de 0,027994 e 0,0993313 pg.mL™
no pH 5,5 e de 0,010172 e 0,033908 pg.mL™ no pH 6,6, demonstrando a alta

sensibilidade e repetibilidade do sistema de cromatografia utilizado.

Tabela 6 - Ensaio de precisao intra-dia e inter-dia no pH 5,5 (n=3)

(continua)
5-ASA
) Média DP Ccv
(Hg-mL™)

25 41.998,00 210,29 0,50%

<
P_: 10,0 97.642,33 227,29 0,23%

z

50,0 203.656,33 747,20 0,37%
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Tabela 6 - Ensaio de precisao intra-dia e inter-dia no pH 5,5 (n=3)

(concluséo)

5-ASA -
(ug.mL? Média DP Ccv
2,5 41.035,33 202,18 0,49%
E 10,0 205.945,00 223,24 0,11%
B 50,0 1.086.260,00 3.311,29 0,30%

Fonte: Do autor.

Tabela 7 - Ensaio de precisao intra-dia e inter-dia no pH 6,6 (n=3)

(;Z'.Amsﬁl) Média DP cVv
B 2,5 64.049,33 708,42 1,11%
T 10,0 272.160,67 463,47 0,17%
£ 50,0 1.361.994,67 11.384,19 0,84%
o 2,5 58.840,00 211,80 0,36%
U'EJ 10,0 290.440,67 2.654,63 0,91%
- 50,0 1.352.149,00 6.173,05 0,46%

Fonte: Do autor.

5.3 Anédlise de eficiéncia de incorporacdo das NPs produzidas por

complexacéo polieletrolitica

Para a determinacdo da EI% foi preparada a NP4, contendo 5-ASA na
proporcao 5,0% em relacdo a massa polimérica.

As NPs foram centrifugadas para quantificacdo do farmaco presente no
sobrenadante. Porém, ao observar a formacdo de precipitado nas amostras, foi
constatada a presenca de particulas enegrecidas, o que sugere que houve
precipitacdo do 5-ASA durante o processo de complexacao polieletrolitica.

Este resultado pode ser devido ao pH necessario para a reticulagéo entre a
QS e o HPMCP ser igual a 5,5, dentro da faixa em que ambos os polimeros estao
ionizados, mas que, por outro lado, € um pH no qual o 5-ASA encontra-se em sua

forma zwiteridnica (Figura 11), contribuindo para sua precipitacao.
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Figura 11 — Representagcao do processo de ionizacdo do 5-ASA.

COOH COO- COO- COO-
OH OH OH @)

NH,+ NH,+ H,N H,N

pKa 2,02 pKa 5,8 pKa 12
Fonte: Adaptado de Zerrouk et al, 1998.

Nanoparticulas sem farmaco foram produzidas com sucesso usando o
método da complexacdo polieletrolitica entre quitosana e HPMCP, resultando em
uma dispersdo opalescente homogénea de nanoparticulas com didmetro médio de
491 nm, Pdl 0,26 e potencial zeta de + 23,2.

Contudo, nanoparticulas carregadas com 5-ASA resultaram em uma
disperséo turva, na qual era possivel visualizar particulas suspensas de coloracao
acastanhada, diferente das nanoparticulas ndo carregadas, sugerindo precipitacéo
do farmaco.

Amostras com farmaco foram centrifugadas para determinacao da eficiéncia
de incorporacdo e o 5-ASA nédo foi detectado no sobrenadante, o que, em um
primeiro momento poderia sugerir todo o farmaco estava reticulado nas
nanoparticulas, mas que por outro lado, poderia significar que o farmaco pode ndo
ter sido detectado uma vez que ele poderia ter sido completamente precipitado.

Anteriormente a reacdo de complexacdo polieletrolitica, a dispersdo de
quitosana que continha o farmaco estava completamente limpida, com as particulas
de coloracdo marrom aparecendo apds a complexacdo. Sabe-se que o 5-ASA pode
existir sob diferentes formas idnicas, dependendo do pH da solucdo. Com pKa
menor que 2,02 o farmaco é cationico, entre 2,02 e 5,8 é zwiteribnico e acima de 12
apresenta caracteristicas anionicas. O pH das suspensfes de nanoparticulas era
5,5, na qual a forma zwiteribnica é predominante e pode ser menos soluvel que as
formas ibnicas.

Dessa forma, esses achados indicam que a complexagao polieletrolitica para
a reticulacdo de 5-ASA ndo € o meétodo mais indicado, ja que depende da
solubilidade do farmaco e as condicbes necessarias para os polimeros levam a

precipitacdo do farmaco.
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5.4 Método da reticulagcdo quimica da quitosana com genipin

O resultado da reticulacdo quimica entre quitosana e genipin contendo o
farmaco resultou em uma dispersdo opalescente de coloracdo enegrecida. As
dispersdes resultantes foram produzidas utilizando ambos os métodos de agitacdo
empregados. A opalescéncia pode indicar a formacéo de nanoparticulas ou de uma
dispersdo coloidal, mas a coloracdo pode ser um problema. Um mecanismo de
degradacgédo do 5-ASA parece ser dependente da producdo de uma amina colorida
de cor enegrecida (ZERROUK et al., 1998). O farmaco também ¢é sensivel a luz, o
gue pode leva-lo a oxidacéo, apesar de todos os experimentos foram realizados em
sala escura ou sob a luz UV. Contudo, as condi¢cdes encontradas durante este
método parecem ter contribuido para a degradacao do farmaco, ndo sendo indicada
a reticulacédo do farmaco.

5.5 Método da emulsificagdo A/O seguida por reticulagcdo da quitosana com

genipin

Neste método, o parametro variavel foi o processo de agitacdo — magnética
por longo tempo e alta velocidade (ultra-turrax) por curto tempo. Tanto as particulas
ndo carregadas quanto as carregadas com a mesalazina apresentaram-se com

formato quase esférico e de colorag¢do azulada, conforme Figura 12.

Figura 12 - Imagem de microscopia 6tica das particulas de quitosana produzidas por
emulsificacdo agua em Oleo seguida por reticulacdo quimica da quitosana com
genipin.

1P_g{m 19_p_m

Fonte: Do autor. .
Legenda: A esquerda, reticulagdo sob agitagdo magnética de 3 h. A direita, reticulacdo sob
agitagdo com ultra-turrax por 5 min.
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Esses resultados estdo de acordo com Moura, Martins e Duarte (2015) que
atribui esta coloragcdo a formagdo das particulas reticuladas por reacdo de
polimerizacao do genipin e em seguida, pela sua reagcdo com 0s grupamentos amino

da quitosana.

5.6 Andlise de rendimento das particulas

A Tabela 8 resume as caracteristicas de tamanho, Pdl, potencial zeta e

rendimento das particulas preparadas pelos diferentes métodos.

Tabela 8 - Dados de tamanho, Pdl, potencial zeta e rendimento para as particulas
preparadas.

Tamanho (nm) Pl Pote?ncii\all) zeta Re(r;/doim;evr;to
PEC 532 +45 0,29+0,2 25,7+23 *
Néo carregadas PEC 491 + 83 0,26 £ 0,1 23,2+1,2 *
Chem-Mag 724 + 209 0,36 +0,1 59,1+1,7 *
Chem-UT 854 + 121 0,63+0,1 59,0+25 *
Emul-Mag 2692 + 717 0,58+0,1 46,0+ 5,4 47,21 +£0,08
Emul-UT 537 + 169 0,57+0,1 433+1,5 58,40 + 4,62

Fonte: Do autor.
Nota: * valor ndo determinado

O rendimento encontrado demonstra que a agitacao por ultra-turrax foi
ligeiramente mais efetiva nas particulas carregadas com farmaco, o que sugere que
a intensidade da agitacéo parece ser mais importante que o tempo de agitacdo, uma
vez que o tempo de agitacdo com o ultra-turrax foi de 5 minutos, em comparacao
com o da agitacdo magnética (3 h).

Entretanto, os valores encontrados (em torno de 50%) podem ser
considerados satisfatérios, considerando a impossibilidade de reticulacdo do 5-ASA
usando tanto a reacao polieletrolitica quanto a reticulacao quimica.

Importante destacar que a incorporacdo do 5-ASA é limitada a sua
solubilidade em &cido cloridrico, determinada experimentalmente em 5 mg.mL™.
Uma vez que o valor solubilizado do farmaco era de 5 mg.mL™ na fase aquosa
interna da emulsédo, a quantidade maxima de 5-ASA com possibilidade para
incorporacao no sistema estava definida para o método empregado.
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5.7 Difracdo de raios-X por p6 (DRXP)

As analises de difracdo de raios-X por po (DRXP) foram realizadas para
caracterizar o material policristalino inicial e o obtido apds o processo de reticulacao.

A Figura 13 mostra os difratogramas gerados experimentalmente a partir das
amostras Emul-Mag e Emul-UT n&o carregadas. E possivel observar que os
sistemas sdo materiais cristalinos, pois apresentaram picos de difracdo em
diferentes angulos. Quando os picos de Bragg sdo comparados, podemos verificar
gue as diferentes agitacdes empregadas ndo geraram materiais cristalinos diferentes
porque os picos de Bragg verificados aparecem em angulos coincidentes.

Figura 13 - Difratograma experimental gerado para as amostras Emul-Mag e Emul-
UT néo carregadas.
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Fonte: Do autor.

As amostras Emul-UT e Emul-Mag contendo o 5-ASA também foram
analisadas por DRXP em triplicata. Como é possivel ver na Figura 14, os
difratogramas experimentais gerados foram comparados com os difratogramas
experimentais das mesmas amostras nao carregadas e também com o difratograma
calculado a partir do CCDC CODE: SAQJAV02 encontrado no banco de dados de
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estruturas cristalinas para organicos (CCDC-CSD) para a base livre de 5-ASA. Os
difratogramas mostram que os picos de Bragg gerados para as amostras carregadas
e nao carregadas sdo coincidentes e ndo é possivel identificar picos de Bragg em
angulos coincidentes ao difratograma calculado da base livre de 5-ASA. Com estes
resultados podemos sugerir que o 5-ASA pode ter sido totalmente incorporado ao
sistema, ou por outro lado, como a massa incorporada de 5-ASA é inferior ou igual a
5% em relacdo ao peso total da amostra, a técnica de DRXP pode né&o ter sido
capaz de identificar a fase do farmaco na amostra. Resultado semelhante foi
encontrado em Nunes, Mahendrasingam e Suryanarayanan (2005) e em Varasteh
et al.(2009). Além disso, estes resultados mostram que nao houve diferenca entre os

dois tipos de agitacdo para os materiais cristalinos obtidos.

Figura 14 - Difratogramas experimentais das amostras carregadas e nao carregadas
Emul-Mag (a) e Emul-UT (b) comparados ao difratograma calculado do farmaco
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Fonte: Do autor.
Nota: O difratograma calculado do 5-ASA em ambas as imagens
corresponde ao CCDC CODE: SAQJAVO02.

Os difratogramas experimentais das amostras preparadas por agitacao
magnética e ultra-turrax com o farmaco incorporado foram comparados aos
difratogramas calculados a partir dos CCDC CODE: SAQJAV02; SAQJEZ,
PUVMAU, correspondentes a base livre de 5-ASA, cloridrato de mesalazina e o
cloridrato monoidratado de mesalazina respectivamente (BANIC-TOMISIC; KOJIC-
PRODIC; SIROLA, 1997; CHERUKUVADA et al., 2013; DOBSON; GERKIN, 1998).
Esta comparacéao foi realizada para verificar se houve transi¢do de fase cristalina do
farmaco incorporado ao material. Na Figura 15 pode ser notado que néo foi possivel
identificar picos de Bragg nas amostras em angulos correspondentes as formas
cristalinas existentes para a mesalazina, demonstrando que nao houve transicao de
fase e o material obtido pode ser uma nova forma cristalina ou mistura de fases.
Para informagdes conclusivas sobre esta nova fase cristalina, mais estudos seriam

necessarios.
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Figura 15 - Difratogramas experimentais para Emul-Mag e Emul-UT carregadas com
5-ASA comparados com os difratogramas experimental e calculado da 5-ASA livre,
cloridrato de mesalazina e cloridrato monoidratado de mesalazina.

Emul-UT Exp

EmUI_Mag [ M

Hydrochloride monohydrate 5 ASA-Calc

Hydrochloride 5 ASA- Calc

J\ WWMMMW

5 ASA-Calc

Normalized Intensity (a.u.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Degree 20 (CuKa)

Fonte: Do autor.
Nota: Os difratogramas para o 5-ASA calculado, o cloridrato e o cloridrato monoidratado
correspondem sequencialmente ao CCDC CODE SAQJAV02; SAQJEZ; PUVMAU.

5.8 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

As andlises de infravermelho corroboram com os resultados de DRXP na
caracterizacdo dos sistemas. E possivel verificar nas analises de IV que as bandas e
estiramentos caracteristicos da quitosana (BRUGNEROTTO et al., 2001), material
em maior quantidade na amostra estdo presentes e também comprova a reticulagédo
com o genipin, conforme as Figuras 7 e 8.

A literatura propde dois mecanismos distintos para que ocorra a reticulacao
entre a quitosana e o genipin. Um dos mecanismos (mecanismo A) baseia-se em
uma reacdo mais lenta em que ocorre a substituicdo nucleofilica, a qual envolve um

ataque nucleofilico ao carbono do grupo éster do genipin ocorrendo uma
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substituicdo deste grupo por uma amida secundaria com a liberacdo de metanol
(Figura 6).

A segunda proposta (mecanismo B) estad relacionada a reacdo em que
acontece um ataque nucleofilico da amina primaria no carbono “C3” do genipin
formando um aldeido intermediario. Com isto, ha uma abertura do anel heterociclico
do genipin, que é atacado pelo grupo da amina secundaria, formando um composto
heterociclico ligado ao grupo amina, conforme Figura 16 (BUTLER; NG; PUDNEY,
2003).

Figura 16 - Esquema dos mecanismos propostos para a reticulacdo entre quitosana
e genipin.
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Fonte: BUTLER, NG e PUDNEY, 2003.

Com os espectros de IV obtidos para a quitosana pura e depois reticulada
com o genipin que sdo mostrados na Figura 17, pode-se ver nos espectros que
provavelmente a reticulacdo ocorreu de acordo com o que foi proposto no
mecanismo de reacdo B, haja vista que para que houvesse ocorrido a reacao
proposta pelo mecanismo A, bandas caracteristicas de amidas (1650 cm™)
(BUTLER; NG; PUDNEY, 2003; MOURA; MARTINS; DUARTE, 2015) deveriam
estar presentes nos espectros do material reticulado, o que ndo acontece neste
caso. Ja o que foi proposto pela reagdo do mecanismo B apresentaram algumas
evidéncias nos espectros de IV do material reticulado. Pode-se verificar que as de

C=0 (1647 cm ) e NH, (1586 cm ™) presentes no espectro da quitosana pura ja ndo
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sao observadas nos espectros dos materiais reticulados. O desaparecimento destas
bandas caracteristicas da quitosana indicam que houve o ataque do grupo amino
dela ao “C3” do genipin gerando o grupo heterociclico com a presenga de uma amina
terciaria nele. E o que também corrobora de que a reticulacédo ocorreu € a mudanca
na regido de impressao digital da molécula quando sdo comparados os espectros da
quitosana com os materiais reticulados. E importante também ressaltar que os
procedimentos de agitacdo empregados ndo diferenciaram os materiais reticulados
formados (FIGURA 9).

Figura 17 - Espectros de IV da quitosana, Emul-UT e Emul-Mag.
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Fonte: Do autor.

Na Figura 18 é possivel visualizar a regido de impressao digital da molécula,
gue nao se diferenciou tanto entre as amostras ndo carregadas Emul-UT e Emul-
Mag como as carregadas com 5-ASA, destacado em vermelho. Segundo Desbrie et
al. (2001), a banda presente em torno de 2867 cm™ que pode ser vista no espectro
de IV das amostras, destacada pela linha verde, e a auséncia de bandas em torno
de 1560 cm™ também verificada no espectro indicam a baixa acetilacdo da

quitosana, mesmo em presenca de outros materiais (BRUGNEROTTO et al., 2001).
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Figura 18 - Espectros de IV das amostras Emul-Mag e Emul-UT néo carregadas e
carregadas com 5-ASA.
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Fonte: Do autor.
Nota: Em destaque a regido de impressao digital da quitosana (vermelho) e a banda em torno
de 2867 cm™ (verde).

O espectro FTIR na Figura 19 mostra o provavel ponto de interacdo molecular
entre 0 5-ASA e a quitosana. E possivel ver a atenuacdo da banda em torno de
2852 cm™ para as amostras carregadas com 5-ASA, destacada em vermelho, e a
inversdo da intensidade das bandas presentes em 2924 e 2932 cm™, em azul. E
importante ressaltar que nédo houve diferenca entre os processos de agitacdo, uma
vez que a atenuacdo e inversdo ocorreram para os dois tipos de agitacoes
empregadas.

Para demonstrar a provavel interacdo existente no sitio de (C sp) da
quitosana, os espectros das amostras nao carregadas foram comparados com as
amostras carregadas com 5-ASA. Os calculos de intensidade relativa para as
bandas de C-H a partir da banda de maior intensidade (em torno de 3177 cm™)
foram feitos para comprovar esta possivel interagdo molecular, como pode ser visto

na Tabela 9.
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Figura 19 - Espectros FTIR das amostras Emul-Mag e Emul-UT, ndo carregadas e
carregadas

2924 e 2932 cm™- C-H
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Fonte: Do autor.
Nota: Destaca-se as bandas C-H em 2852 cm™ (em vermelho) e as bandas em torno
de 2924 e 2932 cm™ (em azul).

Através dos calculos foi possivel verificar que a banda em torno de 2852 cm™
para a Emul-UT carregada atenuou em 39,59% em relacdo a ndo carregada.
Quando comparada as intensidades relativas das bandas em torno de 2924 e 2932
cm™ a atenuacéo foi de 31,78 e 26,10% respectivamente.

E importante destacar que além da atenuacdo de banda, estas também
sofreram inverséo de intensidade. A amostra Emul-UT nédo carregada apresentou as
seguintes intensidades relativas 83,33 e 81,30% para as bandas presentes em torno
de 2924 e 2932 cm™ respectivamente. Para Emul-UT carregada, as intensidades
relativas se invertem, sendo que, em torno de 2932 cm™ ela passa a ser maior
(55,20%) do que a calculada para a banda presente em torno de 2932 cm™
(51,55%).
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Tabela 9 - Célculos das intensidades relativas das bandas em torno de 2852, 2924 e
2932 cm™ das amostras Emul-UT e Emul-Mag ndo carregadas e carregadas com
5-ASA.

Emul-UT
Emul-UT +5-ASA
, L Intensidade _ 1 Intensidade
Intensidade cm’ _ Intensidade cm’ _
relativa (%) relativa (%)
88,01 3177 100,00 74,95 3177 100,00
59,35 2852 67,44 20,87 2852 27,85
73,34 2924 83,33 38,64 2924 51,55
71,55 2932 81,30 41,37 2932 55,20
Emul-Mag
Emul-Mag +5-ASA
_ L Intensidade _ 1 Intensidade
Intensidade cm’ _ Intensidade cm’ _
relativa (%) relativa (%)
56,35 3177 100,00 49,55 3177 100,00
33,97 2852 60,28 14,65 2852 29,57
44,12 2924 78,30 22,00 2924 44,40
42,91 2932 76,15 25,87 2932 52,21

Fonte: Do autor.

O mesmo resultado foi observado para a amostra Emul-Mag carregada com
5-ASA, com algumas diferencas nas intensidades relativas calculadas. A atenuacao
da banda em torno de 2852 cm™ foi de 30,71% e em 2924 e 2932 cm™ foi de 33,90 e
23,94% respectivamente. Além da atenuacdo das bandas (2924 e 2932 cm™), a
inversdao também foi verificada. Emul-Mag ndo carregada apresentou intensidades
relativas para estas bandas em torno de 78,30 e 76,15% respectivamente, mas
gquando o farmaco é incorporado, verifica-se a inversdo de intensidades relativas
para elas. A intensidade relativa calculada para a banda em torno de 2924 cm™ foi
de 44,40%, menor do que a encontrada para a banda em torno de 2932 cm™
(52,21%).

Estes resultados demonstram que, possivelmente, a interacdo entre farmaco

5-ASA e a quitosana pode estar ocorrendo no sitio (C sp) da molécula de quitosana.
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5.9 Liberagdo in vitro do farmaco

A quantidade de 5-ASA liberada expressa em porcentagem esta
demonstrada em razdo do tempo na Figura 20. Pode ser visto que o 5-ASA foi
totalmente liberado a partir das microparticulas em meio acido. Este resultado
mostra que a reticulacdo covalente pode nao ser eficaz na promocdo da
gastrorresisténcia. Para a liberacdo em meio colbnico, as particulas produzidas aqui
devem ser encapsuladas em uma capsula gastrorresistente, mas um revestimento

polimérico de gastrorresisténcia pode ser testado.

Figura 20 - Perfil de liberacdo de microparticulas Emul-Mag, Emul-UT e 5-ASA livre:
(a) fluido gastrico simulado; (b) fluido entérico simulado.
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Fonte: Do autor.

O perfil de liberacao obtido a partir do pH colénico é mostrado na Figura 12b.
Houve uma liberacdo rapida das amostras 5-ASA livre e Emul-UT e os perfis de
liberacdo estdo sobrepostos. Emul-Mag foi mais efetivo no controle da liberagéo de
5-ASA, ja que na primeira 1h havia 60% do farmaco ja liberado, enquanto mais de
80% ja havia sido liberado de Emul-UT e 5-ASA base livre.

Estruturalmente, Emul-UT e Emul-Mag séo iguais. O retardo na liberacéo
inicial de Emul-Mag pode ser atribuido ao tipo e tempo do processo de agitacdo
durante a producdo de microparticulas. E sugestivo que a agitacdo magnética

resulta em ligacdes covalentes mais estaveis entre a quitosana e o genipin, devido
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ao tempo mais longo para a reagdo e uma agitagdo mais suave, 0 que retarda a
liberacdo de 5-ASA.

Os perfis obtidos no ensaio de liberacdo de farmaco foram analisados por
modelos matematicos para identificar os mecanismos envolvidos na liberacdo de 5-
ASA, onde os valores de R? sdo mostrados na tabela abaixo. O modelo de Weibull
apresentou o R? mais alto e foi usado para discutir os dados. Este modelo expressa
a fracdo acumulada do farmaco em funcéo do tempo, a partir da qual o parametro de
forma, b, caracteriza a curva como exponencial (b = 1) (Caso 1), sigmoide, em forma
de S, com curvatura ascendente seguida de um ponto de declinio (b > 1), ou
parabdlico, com uma inclinacdo inicial mais alta e depois consistente com o
exponencial (b <1) (Caso 3) (COSTA; SOUSA LOBO, 2001).

A Tabela 10 mostra os valores de B derivados do encaixe do modelo de
Weibull para os dados completos da curva de liberacdo do farmaco. Os valores de b
foram significativamente maiores do que 1, indicando perfil sigmoéide. Um perfil
sigmoidal de liberacdo caracterizado por uma liberacdo mais lenta no estagio inicial
(0-1 h) seguido de liberacéo rapida durante o estagio posterior (3-6 h) pode garantir

a liberacéo direcionada do farmaco para o colon (ALI ASGHAR et al., 2009).

Tabela 10 - Coeficiente de determinacdo (R?) obtido dos modelos matematicos de
liberacdo de farmacos e o parametro de forma (b) calculado

oo Coeficiente de determinacéo (R?)
Modelo cinético

Emul-Mag Emul-UT

Ordem zero 0.2641 0.6487
Primeira ordem 0.6330 0.8740
Higushi 0.0000 0.0000
Korsmeyer-Peppas 0.4703 0.7801
Weibull 0.7818 0.9536

b 18551.2 23828.4

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo teve grande importancia por demonstrar as limitacées do
encapsulamento da mesalazina em micro e nanoparticulas através de técnicas
convencionais como a complexacédo polieletrolitica da quitosana com um polianion e
a reticulacdo quimica da quitosana com genipin. O método bem sucedido foi aquele
no qual foi possivel proteger o farmaco do meio reativo — emulsificacdo agua/éleo
seguida pela reticulagdo quimica da quitosana com o genipin.

Foi possivel solubilizar o farmaco em um pH apropriado para a estabilidade
e proteger o farmaco na fase interna da emulsdo, enquanto a reacdo entre a
quitosana e o genipin podia ocorrer na superficie da goticula. A partir da variacdo no
processo de agitacdo, foi possivel constatar que ndo houve diferenca significativa
nas caracteristicas das particulas, bem como no rendimento percentual, mas a
agitacdo das particulas por longo tempo através da agitacdo magnética demonstrou
ser mais eficiente no prolongamento da liberacéo do farmaco.

Dessa forma, € possivel afirmar que estes achados sdo de grande
importancia para apontar um método adequado para a producdo de particulas
micrométricas para uma potencial liberacdo colénica do 5-ASA.
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