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RESUMO

A colite ulcerativa € uma doenca inflamatdria intestinal crénica caracterizada por
inflamacéao persistente da mucosa do colon. O tratamento convencional apresenta
limitacbes relacionadas a efeitos adversos e eficacia, o que impulsiona o
desenvolvimento de sistemas de liberagao especifica de farmacos. Nesse contexto, a
nanotecnologia farmacéutica se destaca como uma abordagem promissora. A
quercetina (QC), um flavonoide com potente atividade anti-inflamatoria e antioxidante,
apresenta aplicacao limitada devido a baixa solubilidade e biodisponibilidade oral. O
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanoparticulas de
quitosana revestidas com Eudragit® S-100 contendo quercetina, visando a liberagao
colon-especifica, administradas por via oral. As nanoparticulas foram obtidas por
gelificagc&o ionotropica com trifosfato de sddio, sendo preparadas quatro formulagbes
(NQ1, NQ3, NB1 e NB3). As formulagdes foram caracterizadas quanto ao tamanho de
particula, indice de polidispersao (PDI), potencial zeta, eficiéncia de encapsulagéao,
FTIR, DRX, mucoadesividade, perfil de liberacdo, estabilidade e atividade anti-
inflamatéria pelo método de desnaturacdo da albumina. As nanoparticulas
apresentaram tamanho entre 264 e 329 nm, PDI < 0,4 e potencial zeta > +40 mV,
indicando estabilidade coloidal e estabilidade fisico-quimica por 90 dias armazenadas
em geladeira. A eficiéncia de encapsulacgao foi elevada, 90,63% para NQ1 e 85,63%
para NQ3. As analises de FTIR e DRX indicaram interacdo com a matriz polimérica e
amorfizagdo da quercetina. As formulagdes menos reticuladas apresentaram maior
mucoadesividade. O perfil de liberacao é pH-dependente, com baixa liberacdo em
meio acido e aumento a pH 6,8 e 7,4. No ensaio anti-inflamatério, observou-se inibicdo
dose-dependente. A formulagdo NQ3 mostrou efeito significativo em relacdo a NB3
(sem quercetina) em 50 ug/mL (p < 0,001), e semelhante ao diclofenaco, avaliado
como controle positivo. Dessa forma, as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram
propriedades adequadas e potencial para aplicagdo em sistemas de liberagao célon-

especifica no tratamento de doencas inflamatdrias intestinais.

Palavras-chave: colite ulcerativa, nanotecnologia farmacéutica, gelificagdo

ionotrépica, quitosana, Eudragit® S-100, mucoadesao.



ABSTRACT

Ulcerative colitis is a chronic inflammatory bowel disease characterized by persistent
inflammation of the colonic mucosa. Conventional treatment has limitations related to
adverse effects and efficacy, which drives the development of specific drug delivery
systems. In this context, pharmaceutical nanotechnology stands out as a promising
approach. Quercetin (QC), a flavonoid with potent anti-inflammatory and antioxidant
activity, has limited application due to its low solubility and oral bioavailability. This work
aimed to develop and characterize chitosan nanoparticles coated with Eudragit® S-100
containing quercetin, releasing colon-specific drugs, administered orally. The
nanoparticles were obtained by ionotropic gelation with sodium triphosphate, and four
formulations were prepared (NQ1, NQ3, NB1, and NB3). The formulations were
described in terms of particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential,
encapsulation efficiency, FTIR, XRD, mucoadhesiveness, release profile, stability, and
anti-inflammatory activity by the albumin denaturation method. The nanoparticles had
sizes between 264 and 329 nm, PDI < 0.4, and zeta potential > +40 mV, showing
colloidal stability and physicochemical stability for 90 days when stored in a
refrigerator. Encapsulation efficiency was high, 90.63% for NQ1 and 85.63% for NQ3.
FTIR and XRD analyses indicated interaction with the polymeric matrix and
amorphization of quercetin. The less cross-linked formulations showed greater
mucoadhesiveness. The release profile is pH-dependent, with low release in acidic
media and an increase at pH 6.8 and 7.4. It is not an anti-inflammatory assay, with
dose-dependent inhibition. The NQ3 formulation showed a significant effect compared
to NB3 (without quercetin) at 50 ug/mL (p < 0.001), and was similar to diclofenac,
evaluated as a positive control. Therefore, the nanoparticles were provided with
suitable properties and potential for application in specific spontaneous release
systems for the treatment of inflammatory bowel diseases.

Keywords: ulcerative colitis, pharmaceutical nanotechnology, ionotropic gelation,
chitosan, Eudragit® S-100, mucoadhesion
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1 INTRODUCAO

A colite ulcerativa € uma doenca inflamatéria intestinal crénica caracterizada
por inflamacéo continua e difusa da mucosa do célon, com inicio no reto e extensao
proximal variavel. O manejo terapéutico da colite ulcerativa envolve diferentes classes
de farmacos, como os 5-aminossalicilatos (5-ASA), utilizados por via oral ou retal,
tiopurinas, agentes biolégicos que atuam sobre o fator de necrose tumoral (TNF) ou
integrinas, além de inibidores da Janus quinase (Kucharzik et al. 2020; Niddk, s/d;
Pedro, 2015).

Nos ultimos anos, compostos naturais com propriedades anti-inflamatorias tém
despertado crescente interesse como alternativas terapéuticas complementares.
Dentre eles, destaca-se a quercetina (QC), um flavonoide amplamente encontrado em
frutas, vegetais e plantas medicinais, que apresenta diversas atividades
farmacoldgicas, como agao antioxidante, anti-inflamatéria e antialérgica (Andrade,
2021; Ding et al. 2013; Li et al. 2016; Silva et al. 2002; Matsuda et al. 2003).

Apesar do seu potencial terapéutico, a aplicacao clinica da QC ¢ limitada devido
a sua baixa solubilidade em agua, reduzida biodisponibilidade oral, instabilidade
quimica e rapida depuracado plasmatica. Para superar essas limitacdes, diversas
estratégias baseadas em sistemas de liberagcdo modificada tém sido investigadas,
como sua incorporacdo em microemulsdes, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas lipidicas sélidas, lipossomas, sistemas de cristal liquido e complexos
de inclusdo (Hussain et al. 2017; Pinheiro et al. 2021).

Nesse contexto, a nanotecnologia farmacéutica surge como uma ferramenta
promissora para potencializar a eficacia terapéutica de compostos bioativos,
promovendo maior estabilidade, controle na liberacao e direcionamento ao local de
acao. A escolha adequada dos polimeros e revestimentos € essencial para o
desempenho desses sistemas. A quitosana, um polimero natural de natureza
policatibnica, destaca-se por sua capacidade bioadesiva, formando interacoes
eletrostaticas com superficies mucosas carregadas negativamente, o que favorece a
adesdo a mucosa intestinal e prolonga o tempo de residéncia do farmaco no local de
acao (Rashki et al. 2021; Jafernik et al. 2023).

Além disso, a associacdo com materiais com propriedades pH dependentes
como o Eudragit® S-100 contribuem para o direcionamento das particulas até o local

de agdo apds administragdo oral. O Eudragit® é uma familia de copolimeros acrilicos
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cuja solubilidade varia conforme o pH; entre eles, o Eudragit® S-100 se dissolve
apenas em pH acima de 7, favorecendo a liberagao colbnica. Essa propriedade
permite que as nanoparticulas resistam ao ambiente acido do estémago e do intestino
delgado, promovendo a liberagdo controlada no célon, o que é especialmente util no
tratamento de doencgas inflamatdrias intestinais e na protecdo de ativos sensiveis ao
pH acido (Ansari et al. 2017; Maleki et al. 2023; Raj, 2014).

Dessa maneira e diante da escassez de estudos sobre sistemas de liberacao
modificada da QC voltados ao tratamento da colite ulcerativa, este trabalho teve como
objetivo desenvolver, caracterizar, quantificar e avaliar in vitro nanoparticulas
poliméricas de quitosana e Eudragit® S100 contendo QC como uma estratégia de
liberagao colon-especifica, com o intuito de aumentar sua biodisponibilidade oral e

intensificar sua acao anti-inflamatéria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro nanoparticulas poliméricas de
quitosana e Eudragit® S100 contendo QC com potencial aplicagé&o no tratamento de

colite ulcerativa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanoparticulas poliméricas a partir do polimero biodegradavel
quitosana revestida por Eudragit® S100 contendo QC;

e Realizar a caracterizagao fisico-quimica de nanoparticulas poliméricas de
quitosana contendo QC;

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo
QC.

e Auvaliar a eficiéncia de encapsulacao;

¢ Avaliar a mucoadesividade in vitro das nanoparticulas poliméricas;

e Avaliar o perfil de liberagao in vitro da quercetina a partir das nanoparticulas
poliméricas;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria das nanoparticulas poliméricas;

e Realizar a analise estatistica dos resultados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COLITES ULCERATIVAS

A colite ulcerativa € uma doenca inflamatoria intestinal crénica de origem
multifatorial cuja etiologia e patogénese ainda n&o s&o totalmente compreendidas, na
qual reagbes anormais do sistema imunoldgico causam inflamagéo e ulceras no
revestimento interno do intestino grosso, na maioria dos casos na regiao do colon e
reto, podendo se manifestar em pacientes de qualquer idade, sendo mais comum em
pessoas entre 15 e 30 anos (Kucharzik et al. 2020; Niddk, S/A; Pedro, 2015).

A camada mais externa da mucosa, conhecida como epitélio, &€ coberta por uma
espessa camada de mucina, que fornece a primeira linha de defesa para o sistema
imunoldgico intestinal, pois, além de fornecer uma separagao fisica entre antigenos e
células imunes intestinais, possui propriedades antimicrobianas (Ordas et al. 2012; Du
e Ha, 2020).

Em um quadro de colite ulcerativa, a sintese e a secregdo de mucina sao
prejudicadas, dessa forma, uma lesédo no epitélio leva ao aumento da permeabilidade
da mucosa a patégenos luminais, resultando em aumento da captacdo desses
antigenos e aumento do potencial de estimulagéo do sistema imunolégico do intestino,
conforme apresentado na Figura 1. Como a colite ulcerativa tende a se limitar as
camadas mucosa e submucosa do colon, as células epiteliais (colondcitos) estao
fortemente envolvidas na patogénese da doenga. Acredita-se que os colonécitos na
colite ulcerativa possuam expressao prejudicada do receptor g ativado por proliferador
de peroxissoma (PPARg), um receptor nuclear que regula negativamente a inflamacgao
(Ordas et al. 2012; Du e Ha, 2020).
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Figura 1- Fisiopatologia da colite ulcerativa
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Adaptado de: Ordas, |. Eckmann, L. et al. Ulcerative colitis. Lancet 2012; 380: 1606—19.

A ativagéo da resposta imune inata por antigenos ocorre por meio de células
apresentadoras de antigenos e células T, que estimulam uma cascata inflamatéria que
envolve também a ativacdo do sistema imunoldgico adaptativo, sugerindo que essas
células desempenham um papel importante na geracéo de inflamacéao. Essas células
dendriticas expressam uma abundancia de receptores TLR que usam o
reconhecimento de padrdes de patdgenos para sinalizar a ativagéo de varios fatores
de transcricdo, como o fator de transcricdo nuclear fator kappa B (NF-kB), que
desencadeiam cascatas inflamatérias. Essas cascatas inflamatérias resultam na
produgao de citocinas pro-inflamatdrias, notadamente fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas (IL) (Ordas et al. 2012; Du e Ha, 2020).

Uma das funcdes importantes dessas citocinas pré-inflamatérias € a
transducao de sinais por meio de proteinas intracelulares, como as Janus quinases
(JAK), que potencializam ainda mais a ativagao e a proliferagdo de linfocitos. Essas
citocinas pro-inflamatérias e proteinas intracelulares sdo os alvos de muitos dos

tratamentos atualmente disponiveis para colite ulcerativa moderada a grave, incluindo
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os anticorpos monoclonais para os receptores TNF-a e IL-12/23 (Ordas et al. 2012;
Du e Ha, 2020; Kaenkumchorn e Wahbeh, 2020).

A colite ulcerativa também é caracterizada por uma desregulagdo do sistema
imunoldgico adaptativo, com desequilibrio entre as células T reguladoras e as células
T efetoras, particularmente as células T-helper (Th2). A resposta Th2 ativa células T
natural killer no célon, que secretam varias citocinas apos estimulacéo, incluindo IL-
13, que induz a apoptose de células epiteliais e interrompe as jungdes estreitas. Os
leucdcitos circulantes também sdo recrutados para a mucosa inflamada, o que
potencializa ainda mais a resposta inflamatoria. Esse efeito € largamente mediado por
citocinas, que estimulam a expressao de moléculas de ades&o no endotélio vascular
dos vasos sanguineos, promovendo, assim, a adesdo e o extravasamento de
leucocitos para o tecido (Ordas et al., 2012; Du e Ha, 2020).

Os sintomas da colite ulcerativa variam de pessoa para pessoa e podem incluir
diarreia, eliminacdo de sangue nas fezes e dor abdominal, e o tratamento dessa
patologia é realizado com medicamentos para reduzir a inflamagao no intestino grosso
e ajudar a iniciar e manter a remissao da doenca (Niddk, S/A).

Os pacientes com colite ulcerativa leve a moderada apresentam melhora do
quadro clinico com uma abordagem terapéutica focada nos sintomas utilizando
formulagdes topicas (supositérios e enemas) contendo o acido 5-aminosalicilico (5-
ASA), e em alguns casos, em associagdo com 5-ASA via oral, entretanto os pacientes
podem manifestar os efeitos colaterais associados ao 5-ASA que incluem sintomas do
trato digestivo (por exemplo, flatuléncia, dor abdominal, nausea e diarreia), dor de
cabeca e piora da colite ulcerativa (Adams e Bornemann, 2013; Kobayashi et al. 2020;
Niddk, S/A; Murray et al. 2020)

Em pacientes que falham com esta terapia de primeira linha, os corticosterdides
orais sao recomendados. No entanto, os corticosterdides devem ser reduzidos apos
atingir a remissao clinica para evitar efeitos adversos, enquanto a terapia com 5-ASA
€ continuada para manutencao da remissao (Freitas e Souza, 2007; Kobayashl et al.
2020; Niddk, S/A).

Recentemente, outros farmacos estido sendo avaliados para o tratamento da
colite ulcerativa, como, por exemplo, a QC, um flavonoide vegetal tipico, que possui
uma variedade de atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios e anti-anafilaticos (Andrade, 2021; Ding et al. 2013; Li et al. 2016; Pedro,
2015; Silva et al. 2002; Matsuda et al. 2003).
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3.2 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DA QUERCETINA

A QC é classificada como um flavonol, uma das seis subclasses de compostos
flavonoides, que possui inumeras propriedades benéficas e esta presente em uma
variedade de fontes alimentares, como cerejas, magas, vinho tinto, alcaparras e
cebolas roxas. Tanto a quercetina como seus derivados estao envolvidos em diversas
fungdes fisiologicas, exercendo propriedades anti-inflamatérias, anti-infecciosas,
anticancerigenas/quimiopreventivas, neuroprotetoras, dentre outras (Li et al. 2016;
Carullo et al. 2017).

O flavonol QC (3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona) € um dos polifendis naturais mais
abundantes, sua ocorréncia como metabdlito secundario de plantas é bastante
difundida no reino vegetal, onde esta presente principalmente na forma de glicosideos
de QC (molécula de QC conjugada com residuos de agucar). Sua estrutura quimica
esta representada na Figura 2 que corresponde a férmula molecular C1sH1007, sendo
caracterizada fisicamente como uma substancia sélida de cor amarela nas condi¢cdes
ambiente e sua temperatura de fusédo é de 316 °C (Erlund et al. 2000; Andres et al.
2017)

Figura 2- Estrutura quimica da quercetina
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Fonte: Andres, S. Pevny, S. et al. Safety Aspects of the Use of Quercetin as a Dietary Supplement. Mol.
Nutr. Food Res. 2018, 62, 1700447.

Apesar das atividades farmacoldgicas atraentes, a QC apresenta baixa
solubilidade e, consequentemente, baixa biodisponibilidade oral, baixa estabilidade e
alta depuracédo, o que prejudica sua administragdo para a finalidade terapéutica.
Muitas técnicas altamente avancadas estdo em estudo para quebrar essa barreira,
incluindo microemulsdes, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas,
sistemas de cristal liquido, lipossomas e sistemas precursores de quercetina (Hussain
et al. 2017; Pinheiro et al. 2021).
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A fim de superar as deficiéncias acima da QC e alcangar uma melhor eficacia
clinica, os novos sistemas de administracdo de medicamentos estdo sendo
desenvolvidos para oferecer vantagens, como reduzir o tamanho das particulas,
aumentar a area de superficie, aumentar a permeabilidade do farmaco, melhorar a
distribuicdo do farmaco, melhorar o direcionamento do farmaco e assim por diante. (Li
et al. 2018; Pinheiro et al. 2021)

A aplicagdo da nanotecnologia a extratos de plantas tem sido amplamente
descrita na literatura, pois as nanoestruturas podem induzir a atividade significativa de
extratos de plantas, facilitar a liberagédo sustentada de compostos bioativos, reduzir as
quantidades necessarias (doses), minimizar os efeitos colaterais e aumentar o
potencial terapéutico na forma de biodisponibilidade aumentada (Hussain et al. 2017;
Pinheiro et al. 2021)

Assim, usar sistemas de entrega baseados em nanotecnologia € uma
estratégia interessante para otimizar as propriedades mais desejaveis de uma

formulagao (Hussain et al. 2017; Pinheiro et al. 2021).

3.3 NANOTECNOLOGIA NAS CIENCIAS FARMACEUTICAS

A descoberta de novos farmacos e o desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes sao areas de interesse da industria farmacéutica, visto que ainda existem
muitas limitagbes nos tratamentos de saude. O emprego de novas tecnologias na
producdo de medicamentos tem como objetivo um melhor direcionamento dos
farmacos ao local de agdo, sem que haja acumulo em outros tecidos e assim ocorra
a diminuicdo dos efeitos adversos, além disso, proporcionar uma liberacao
progressiva do farmaco durante um maior periodo de tempo, sem que haja
necessidade da administragdo do medicamento repetidas vezes ao longo do dia e
mantendo-se niveis eficazes e seguros do farmaco em seu local de agdo durante todo
o periodo de tratamento acaba sendo mais viavel para o paciente (Matos et al. 2015).

O uso de nanocarreadores demonstra um grande avanco na resolugéo de
problemas relacionados a baixa disponibilidade, a baixa solubilidade e a instabilidade
quimica que alguns farmacos apresentam. Além disso, o0s carreadores
nanoestruturados sado capazes de promover a liberacdo controlada de farmacos,
melhorar sua absorcao e direcionar as moléculas do principio ativo ao sitio de agao
(Kim et al. 2010; Sbalqueiro, 2018).
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A nanotecnologia farmacéutica € a area das ciéncias farmacéuticas envolvida
no desenvolvimento, na caracterizacdo e na aplicagao de sistemas terapéuticos em
escala nanométrica ou micrométrica. Numerosos estudos descreveram a importancia
do tamanho de particula nanométrico, ou seja, 1-1000 nm, na passagem por barreiras
biolégicas, na internalizagdo celular melhorada, na farmacocinética e na
farmacodinamica (Pimentel et al. 2007; Sakata et al. 2007; Shah et al. 2022).

Uma das muitas aplicagbes da nanotecnologia esta relacionada a sua
capacidade de encapsular ingredientes de formulagdo e substancias de interesse
farmacéutico e cosmeético. Existem inumeros sistemas nanométricos de entrega de
farmacos, como as nanoparticulas lipidicas, as micelas poliméricas, os nanocristais e
as nanoparticulas poliméricas, entre outros apresentados na Figura 3 (Rodriguez et
al. 2019).

Figura 3 - Sistemas nanométricos
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Fonte: Adaptado de Alcala-Alcala & Quintanar-Guerrero, La terapia a nanoescala: ensamblaje de
estructuras liberadoras de farmacos. Mundo Nano | Articulos Vol. 7, No. 12, enero-junio, 2014.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos com
didmetro inferior a 1 pm. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizagao
estrutural, sendo o sistema nanométrico composto de pelo menos dois componentes:
0 principio ativo, ou molécula biologicamente ativa, e o proprio sistema (Camargo,
2020; Schaffazick et al. 2003).
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As nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas ndao apresentam 6leo
em sua composicao e sdo formadas por uma matriz polimeérica, onde o farmaco pode
ficar retido ou adsorvido conforme apresentado na Figura 4 (Camargo, 2020;
Schaffazick et al. 2003; Souto et al. 2012).

Figura 4 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Schaffazick, S. R. Guterres, S. S. et al. Caracterizagao e estabilidade fisico-quimica de sistemas
poliméricos nanoparticulados para administragéo de farmacos. Quimica Nova, [s. l.], v. 26, n. 5, p. 726—
737, 2003.

As nanocapsulas poliméricas sdo um dos nanossistemas mais estudados em
nanotecnologia, evidenciando um diédmetro entre 200 e 300 nm. O mecanismo de
encapsulamento, as propriedades quimicas e de viscosidade dos ingredientes, o
tamanho e o comportamento de liberacdo do ingrediente ativo sdo as principais
caracteristicas responsaveis pela extensdo da liberagdo dos ingredientes ativos
(Santos et al. 2019).

O interesse das nanocapsulas poliméricas baseia-se em sua capacidade de
alterar as caracteristicas fisico-quimicas dos ingredientes ativos, controlando, assim,
sua eficacia. Nesse sentido, o tamanho reduzido das particulas facilita a melhor
permeacao nos tecidos-alvo, e as mudancas de superficie favorecem um efeito mais

prolongado, levando a um melhor reconhecimento do local-alvo (Frank et al. 2015).

3.4 SISTEMAS DE ADMINISTRAGAO ORAL E LIBERAGAO COLONICA

Aingestao oral continua a ser o modo de administragao preferido para a maioria
dos farmacos, em grande parte, por sua simplicidade. A via oral esta associada ao

maior grau de adesdo do paciente (especialmente para condi¢gdes crbnicas), pois
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garante comodidade, permite a autoadministracdo e oferece grande flexibilidade no
regime de dosagem (Date et al. 2016).

Por outro lado, muitos farmacos ndo desempenham papel satisfatério ao serem
administrados em formas farmacéuticas convencionais, pois estdao suscetiveis a
degradacéao e a absorc¢ao no trato gastrointestinal, ndo sendo efetivos, por exemplo,
em doencas inflamatérias na regido do célon.

A entrega colbnica de farmacos tem sido de grande interesse no tratamento de
varias doengas intestinais, como a doencga inflamatéria intestinal, o cancer de célon, a
sindrome do intestino irritavel, a colite ulcerativa, a diverticulite, a dismotilidade
colénica e as doencgas parasitarias. Visar o colon também é uma estratégia para
melhorar a absorcdo sistémica de macromoléculas, devido a menor atividade
proteolitica, diminuicdo da atividade do CYP3A4, diminuigdo da expressao de P-gp e
aumento do tempo de transito em comparagdo com o intestino delgado (Date et al.
2016; Wathoni et al. 2020).

No entanto, o fato do cdélon ser a extremidade distal do trato gastrintestinal
representa desafios significativos para o direcionamento oral de nanoparticulas. As
nanoparticulas devem ser capazes de resistir (ou minimizar) a liberagao dos farmacos
no estdbmago e no intestino delgado, apesar da ampla faixa de pH encontrada e da
presenca de varias enzimas digestivas. Além disso, a liberagdo do farmaco deve ser
acionada assim que as nanoparticulas entrarem no célon (Date et al. 2016; Wathoni
et al. 2020).

O sistema de entrega de farmacos com nanoparticulas com revestimento
entérico representa uma excelente modificagdo para melhorar a eficacia e o
desempenho de farmacos anti-inflamatérios para a colite ulcerativa na via oral de
administragdo. As nanoparticulas com revestimento entérico com um perfil de
liberacdo sustentada aumentam significativamente o efeito anti-inflamatorio dos

farmacos e atingem a entrega-alvo especifica da célula (Wathoni et al. 2020).

3.5 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Os polimeros biodegradaveis sdo amplamente utilizados na pesquisa de
liberacao de farmacos, pois entregam eficientemente o farmaco no local-alvo e, assim,
aumentam o beneficio terapéutico com efeitos colaterais minimos. Desde os ultimos

anos, os polimeros biodegradaveis de alto peso molecular, como a heparina, o acido
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hialurbnico e o dextrano, tém desempenhado um papel importante como
transportadores adequados para drogas, proteinas e acidos nucleicos (Liu et al. 2008).

No entanto, Nakamura e colaboradores (1992) apontaram que polimeros
biodegradaveis de alto peso molecular degradam lentamente in vivo, o que pode levar
ao risco de acumulo nos tecidos. Como resultado, os polimeros biodegradaveis de
baixo peso molecular ganharam uma atengao consideravel como potenciais sistemas
de entrega devido a sua maior permeabilidade, solubilidade e eficiéncia de associagao
devido ao seu menor tamanho de particula (George et al. 2019; Ghosh, 2010).

Dentre os polimeros biodegradaveis que tém desempenhado um papel
importante na entrega de drogas de forma controlada e direcionada, temos a
guitosana, amplamente pesquisada devido as suas propriedades favoraveis. Uma
ampla gama de sistemas de entrega de farmacos a base de quitosana foi relatada
para o tratamento de vérias doencas e disturbios (Rashki et al. 2021; Gonzalez e
Esteban, 2022; Zhang et al. 2019).

3.5.1 Quitosana

A quitosana € um dos principais derivados da quitina, encontrada na casca de
camardes e caranguejos e na parede celular de fungos. Trata-se de um polissacarideo
natural, catibnico, hidrofilico e de carater basico, cuja estrutura quimica esta
representada na Figura 5. E obtida por hidrélise alcalina da quitina e constitui um
polimero biocompativel e nédo téxico, formado por unidades de D-glucosamina
(desacetiladas) e N-acetil-D-glucosamina (acetiladas), distribuidas aleatoriamente,

apresentando propriedades mucoadesivas.

Figura 5 - Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: Adaptado de: Santos, et al. Quitosana: da Quimica Bésica a Bioengenharia. Quim. nova esc. -
Sao Paulo. Vol 39, n° 4, p. 312-320, novembro 2017.
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As propriedades biolégicas e quimicas da quitosana conferem a esse polimero
ampla aplicabilidade nas areas biomédica e farmacéutica, com destaque para
sistemas de liberacdo de farmacos. Sua natureza policatidnica favorece a bioadesao
e a solubilidade em meio acido, permitindo a interagdo com superficies carregadas
negativamente, como membranas mucosas, o que contribui para o aumento do tempo
de residéncia e da permeacao de substancias ativas (Jafernik et al., 2023).

O pKa da quitosana é aproximadamente 6,3, sendo, portanto, soluvel em meios
acidos e insoluvel em condi¢des basicas. Em faixas de pH préximas a neutralidade
(6,0-6,5), observa-se tendéncia a autoagregacao do polimero (Kumar et al., 2004).
Considerando que apenas o0s grupos amino nao acetilados sado passiveis de
protonagdo, a solubilidade da quitosana depende principalmente do grau de
desacetilagdo, bem como da forga idnica do meio e da distribuigdo dos grupos acetil
ao longo da cadeia polimérica (Berth; Dautzenberg, 2002). A quitosana também é
caracterizada por biocompatibilidade superior e baixa toxicidade devido a sua
afinidade estrutural natural com os glicosaminoglicanos. E prontamente biodegradavel
em metabdlitos ndo toxicos que sdo completamente absorvidos pelo corpo humano
(Jafernik et al. 2023; Ahmed e Aljaeid, 2016).

Em se tratando de administracdo oral para liberagao col6nica, a quitosana
apresenta vantagens de uso por ser degradada por enzimas especificas da microbiota
coldnica, garantindo a liberagdo do farmaco no tecido-alvo. Esse polimero natural
resiste a digestdo pelas enzimas do trato gastrointestinal superior, permanecendo
estavel até chegar ao cdélon. Nesse local, enzimas produzidas por bactérias da
microbiota colonica, como beta-glicosidase e N-acetilglucosaminidase, sdo capazes
de romper as ligagdes B-(1—4) entre os monémeros de D-glicosamina e N-acetil-D-
glicosamina presentes na estrutura da quitosana (Sinha, 2004; Chaudhury, 2010).

Essa degradacao sitio-especifica permite a liberagado controlada de farmacos
encapsulados, favorecendo a biodisponibilidade de compostos sensiveis ao ambiente
gastrico e proporcionando vantagens terapéuticas no tratamento de doencgas

localizadas no célon, como a colite ulcerativa (Thanou, 2001; Takeuchi, 2001).

3.6 EUDRAGIT

Os polimeros Eudragit® sido obtidos sinteticamente a partir dos ésteres dos

acidos acrilico e metacrilico. Nos ultimos anos, tém demonstrado grande potencial em
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formulagdes farmacéuticas, sendo aplicados tanto em sistemas convencionais quanto
em sistemas de liberagao modificada. Essa versatilidade permite a incorporagao de
uma ampla variedade de agentes terapéuticos, como proteinas, vitaminas, horménios,

vacinas e material genético (Jain et al. 2020).

Figura 6 - Representagéo esquematica dos diferentes polimeros Eudragit® e seus perfis de liberagéo
de farmacos ao longo do trato gastrointestinal
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Fonte: Adaptado de Jain et al. (2020).

Os Eudragit?® podem ser classificados, de forma geral, em polimeros
dependentes de pH e independentes de pH (Figura 6). Os polimeros dependentes de
pH, como Eudragit® L e S, s&o projetados para se dissolverem em regides especificas
do trato gastrointestinal. O Eudragit® L (como L 100 e L 30 D-55) é soltuvel em pH
acima de aproximadamente 5,5-6, sendo indicado para liberagcdo no duodeno e
jejuno. Ja o Eudragit® S (como S 100) apresenta solubilidade em pH superior a 7,
sendo utilizado para direcionar a liberacéo ao ileo e ao célon, o que € particularmente
interessante em tratamentos de doengas intestinais, como a colite ulcerativa (Evonik,
2020; Thakkar; Patel, 2011).

Por outro lado, os polimeros independentes de pH, como Eudragit® RL e RS,
ndo apresentam dissolucdo dependente do pH, mas sim diferentes graus de
permeabilidade. O Eudragit® RL possui maior quantidade de grupos amonio

quaternario, conferindo maior permeabilidade a matriz polimérica, enquanto o
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Eudragit® RS apresenta menor permeabilidade, promovendo uma liberagédo mais lenta
do farmaco. Esses polimeros sdo amplamente utilizados em sistemas de liberagéo
controlada ao longo do tempo, independentemente do pH do meio (Siepmann;
Siepmann, 2012; Das; Das, 2003).

Além disso, os polimeros da série Eudragit® E sdo caracterizados por sua
solubilidade em meio acido (pH < 5), sendo empregados principalmente para liberagao
imediata no estbmago ou para mascaramento de sabor, uma vez que permanecem
insoluveis em pH neutro. Essa propriedade é especialmente util em formulagcdes orais
que requerem rapida dissolugdo em ambiente gastrico (Evonik, 2020; Felton, 2013).

A versatilidade dos polimeros Eudragit® permite o desenvolvimento de sistemas
de liberagao direcionada e controlada, sendo amplamente explorada em tecnologias
farmacéuticas modernas. A combinagao entre diferentes tipos de Eudragit® possibilita
a modulagao precisa do perfil de liberagao, ajustando tanto a cinética quanto o local
de acao do farmaco (Siepmann; Peppas, 2011; Felton, 2013).

Nesse contexto, o Eudragit?® S100 destaca-se como um dos polimeros
entéricos mais utilizados para o direcionamento de farmacos ao colon, devido a sua
solubilidade em pH mais elevado. Essa caracteristica permite proteger o farmaco da
degradacédo no ambiente gastrico e promover sua liberacdo em regides mais distais
do trato gastrointestinal (Jain et al., 2020).

Assim, a incorporagdo do Eudragit® em sistemas nanoparticulados, como
nanocapsulas de quitosana, representa uma estratégia promissora para o tratamento
de doencas inflamatorias intestinais, pois favorece a liberagao localizada do farmaco,
podendo aumentar sua biodisponibilidade e reduzir efeitos adversos associados a

exposicao sistémica (Kumari et al. 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

* Quercetina (= 95%, SIGMA-ALDRICH Brasil Ltda, Cotia, Brasil)

* Quitosana (baixo peso molecular, SIGMA-ALDRICH Brasil Ltda, Cotia, Brasil)
« Eudragit® S100 (Evonik Industries AG, Darmstadt, Alemanha)

» Trifosfato de sédio pentabasico (TPP) SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, EUA.
* Polietilenoglicol (PEG 400)

» KBr (Biotec EIRELI-ME, Sao José dos Pinhais, Brasil)

* NaOH (VetecQuimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil)

« Agua destilada (modelo 724/2-A, FANEM LTDA, S&o Paulo, Brasil)

« Agua ultrapura (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, MA, Estados Unidos)

« Acido acético Glacial (Biotec EIRELI-ME, Sao José dos Pinhais, Brasil)

» Metanol grau HPLC (LichrosolvReag. PhEur Merck, Darmstadt, Alemanha)

» Tubo para centrifuga (Amicon® Ultra 10.000 MW Millipore, Bedford, MA, EUA)
* Lactose monohidratada P.A. (Biotec, Produtos Quimicos, Sao José dos
Pinhaisrasil);

* Mucina de porco (Tipo Il, da mucosa gastrica, grau reagente, CAS: 84082-64-4) —
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

» Albumina sérica suina (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA))

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

* Agitador magnético (FISATOM, modelo Q261-22, Diadema, Brasil).

+ Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil)

* Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha)

* Centrifuga (BioEng, BE-4004, Curitiba, Brasil)

* Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, modelo IR
Prestige-21, Quioto, Japa o).

* Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lonCoater, Quioto, Japé o).

» Microscopio eletronico de varredura por emisséo de campo (TESCAN, modelo Mira
3, Brno, Republica Tcheca).

« Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, NANO ZS 90, Malvern Reino Unido).
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» Liofilizador (LIOTOP, L2020, Sao Paulo, Brasil);
* Agitador orbital shaker (ETHIK TECHNOLOGY, modelo 530-D, Sao Paulo, Brasil);
* Difratdmetro de raio X modelo Ultima IV (RIGAKU, Téquio, Japao)

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa iniciou-se com a obtencao das nanoparticulas poliméricas pela
técnica de gelificacdo ionotropica. Na sequéncia, as nanoparticulas foram
caracterizadas por meio de estudos morfoldgicos e espectroscopicos. Apods isso,
realizou-se o ensaio de eficiéncia de encapsulacao do farmaco, seguido do ensaio de
mucoadesao in vitro das nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo
quercetina, utilizando mucina de porco. O perfil de dissolucdo e a atividade anti-
inflamatéria foram avaliados por meio de métodos in vitro. As etapas descritas estao

esquematizadas no fluxograma da Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma das etapas da pesquisa

OBTENGAO DAS NANOPARTICULAS CONTENDO QUERCETINA

l ESTUDOS MORFOLOGICOS

/ Diametro, Potencial Zeta,
CARACTERIZAGAO E ESTABILIDADE (MEV-FEG)

ANALISE ESTRUTURAL

[ N e

EFICIENCIA DE

.

ENSAIO DE MUCOADESAO E LIBERAGAO IN VITRO

$

ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO IN VITRO

Fonte: O autor
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4.4 PREPARO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas poliméricas de quitosana recobertas com Eudragit® S100
foram preparadas pelo método de gelificagao ionotropica, com adaptagdes, conforme
descrito por Soni et al. (2021). A Tabela 1 apresenta a composigao detalhada de cada

formulagao desenvolvida.

Tabela 1 - Formulagédo das nanoparticulas poliméricas

Composicéao Formulacéo
NB1 NB3 NQ1 NQ3
Quitosana 2mg/mL (mL) 10 10 10 10
Quercetina 5% (m/m)* (uL) - - 10 20
TPP 0,05% (mL) 2 - 2 -
TPP 0,1% (mL) - 2 - 2
Eudragit® S100 1mg/mL (mL) 5 5 5 5

*solugéo de quercetina a 5% (m/m) em PEG 400. TPP - tripolifosfato de sodio

Fonte: O autor

Inicialmente, a quitosana foi dissolvida em solugao de acido acético a 1% (v/v),
na concentragdo de 2 mg/mL. Para a incorporacao do farmaco, preparou-se uma
solugéo de quercetina a 5% (m/m) em polietilenoglicol 400 (PEG 400), correspondente
a 5 mg de quercetina em 100 mg de PEG 400. Volumes de 10 yL e 20 pL dessa
solugao foram adicionados as formulagdes NQ1 e NQ3, respectivamente. As misturas
foram mantidas sob agitacdo magnética a 800 rpm por 1 hora para promover a
interacao entre os componentes. Posteriormente, 2 mL de solugao de tripolifosfato de
sédio (TPP) foram adicionados lentamente, por gotejamento, promovendo a formagao
de nanoparticulas por gelificagdo ionotropica, evidenciada pelo aparecimento de
turbidez coloidal (Figura 8). A suspensdo resultante foi entdo submetida a
centrifugacéo a 10.000 rpm, por 15 minutos, e 5 mL do sobrenadante foram coletados.
Posteriormente, adicionou-se gradualmente uma solugdo de Eudragit® S100 (1
mg/mL) a suspensdo de nanoparticulas de quitosana, mantendo-se a agitagao a 800
rom por 1 hora para promover o recobrimento polimérico, conforme descrito por
Mohanbhai et al. (2022). Por fim, as formulacbes obtidas foram liofilizadas e

armazenadas para analises posteriores.
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Figura 8 - Esquema do método de obtengao das nanoparticulas poliméricas contendo quercetina
preparadas pelo método de gelificagéo ionotropica

[ 1) 2] © (4]

Preparagdo da solugao Formacao das Centrifugacao Revestimento das
polimérica com o farmaco nanoparticulas nanoparticulas

\ smuqéc:_de \ Eudragit S-100
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Fonte: O autor

4.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO
QUERCETINA

4.5.1 Determinagdo do diametro médio e potencial zeta

O diametro hidrodinamico, o indice de polidispersidade (IPD) e o potencial zeta
foram medidos pela espectroscopia de correlagdo de fétons (PCS) de acordo com o
espalhamento dindmico da luz (DLS) apés a diluicdo de uma aliquota da suspenséo
de nanoparticulas em agua ultrapurificada (1:10 e 1:100) em equipamento Zetasizer®
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) com angulo de deteccdo de 90° em

temperatura de 25 °C (Camargo et al. 2021).

4.5.2 Analise da morfologia e superficie

A avaliacdo morfologica e da superficie das nanoparticulas foi realizada por
meio de microscopia eletrénica de varredura por emissado de campo (MEV-FEG). Para
a analise, uma aliquota da nanosuspenséo foi depositada sobre suporte apropriado e
submetida a secagem em estufa, visando a evaporacédo do solvente. Apds a secagem,
as amostras foram fixadas em suportes metalicos e recobertas com uma fina camada

condutora, para permitir a aquisicao das imagens (Camargo et al. 2021)
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4.5.3 Analise por espectroscopia na regiao do infravermelho

As nanosuspensdes foram liofilizadas e analisadas por espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de
brometo de potéassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscépico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige-21 na faixa de 4000-400 cm-

1, com resolucdo de 2 cm™ e 64 scans/min (Camargo et al. 2021).

4.5.4 Avaliacao por difragao de raio-X

Os compostos foram analisados em difratdmetro de raio X modelo Ultima IV
(RIGAKU, Téquio, Japédo), operado com scan de 2°.min, 20 e varredura de 5° a 50°,
radiacdo Ka de cobre (A=1.5418R), corrente de 30 mA e voltagem 40 kV (Macedo,
2024).

4.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

A estabilidade das nanoparticulas foi avaliada ao longo de 90 dias, sendo
analisadas nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias quanto ao tamanho de particula, indice
de polidispersdo (IPD) e potencial zeta. Durante o periodo experimental, as
nanosuspensoes foram mantidas sob refrigeragao (4 + 2 °C).

Todas as amostras foram analisadas em triplicata, e os resultados expressos
como média + desvio padrao. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
GraphPad Prism, versédo 6.01 para Windows. A andlise estatistica foi realizada por
meio de analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do pés-teste de Tukey,

considerando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.7 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO

A quantificacdo de quercetina foi realizada por método direto, com base na
guantificacdo da fracdo incorporada presente no precipitado obtido apds a
centrifugacdo da suspensédo nanoparticulada a 10.000 rpm por 30 minutos. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as
nanoparticulas foi cuidadosamente coletado. O precipitado foi entdo dissolvido em 1
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mL de metanol grau HPLC, assegurando a ruptura da matriz polimérica e a liberagéo
da quercetina incorporada. A concentracdo de quercetina foi determinada por
espectrofotometria UV-Vis, em comprimento de onda de 373 nm, utilizando uma curva
de calibracdo construida com solugBes padrdo de quercetina em metanol nas
concentracbes de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 pug-mL™* (Macedo, 2024). A equacéo da reta
obtida foi:

y — 0,074683z + 0,00222 (R* = 0,99)

onde y representa a absorbancia e x a concentracdo de quercetina (ug/mL). Essa
equacao foi utilizada para calcular a concentragao de quercetina incorporada a partir
da absorbancia das amostras. A eficiéncia de incorporacdo (El%) foi calculada

conforme a equacéo:

EI % — ( Qincorporada ) % 100
Qtotal

onde Qtotal corresponde a quantidade total de quercetina inicialmente adicionada a

formulacdo e Qincoporada a quantidade de quercetina recuperada no precipitado apés

centrifugacéo.

4.8 ESTUDO DE MUCOADESIVIDADE

A mucoadesividade das formula¢cdes nanoparticuladas foi avaliada in vitro por
meio da interagdo com mucina de porco, utilizada como modelo de mucosa bioldgica.
O objetivo foi avaliar a capacidade das nanoparticulas de interagir com a mucina,
simulando o contato com 0 muco presente nas superficies do trato gastrointestinal.

Para isso, foram preparadas solu¢cdes de mucina em diferentes concentracoes:
0,1%, 0,25% e 0,5% (m/v), previamente dissolvidas em tampéao fosfato (pH 6,8) sob
agitacdo magneética. As suspensdes das nanoparticulas foram incubadas com cada
uma dessas solucbes de mucina a 37 °C com agitacdo a 70 rpm por 30 minutos
(Ludwig et al 2025).

O tamanho de particula, PDI e potencial zeta dos sistemas nanoparticulados
foram avaliados antes e depois da interagdo com mucina e a interacdo mucoadesiva

foi inferida a partir de alteracdes significativas nesses parametros fisicos.
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4.9 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O perfil de liberacdo in vitro da quercetina a partir das nanoparticulas foi
avaliado, seguindo adaptacdes ao método descrito por Turanli e Acarttrk (2022). O
ensaio foi conduzido em agitador orbital do tipo shaker a 100 rpm a 37 °C (430-RDBP,
ETHIK TECHNOLOGY, Brasil) (Figura 9).

Figura 9 - Representacdo esquematica do procedimento experimental do ensaio de liberagdo in vitro

das nanoparticulas de quitosana contendo quercetina.
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Para o ensaio, tubos Falcon foram preparados com as suspensdes contendo
as nanoparticulas e o meio de dissolu¢éo na proporcao de 1:10 (v/v). Foram utilizados
diferentes meios de dissolucéo, preparados com solucéo de acido cloridrico (HCI) e
tampéo fosfato ajustado a diferentes valores de pH, a fim de simular as condi¢des
fisiologicas do trato gastrointestinal. Aos meios de dissolucao foi adicionado 0,5% de
Tween 80, com o objetivo de favorecer a solubilizacdo da quercetina. Foram avaliadas
trés condicdes de pH: meio &cido (pH 1,2) preparado com solucéo de HCI, e tampéo
fosfato PBS ajustado para pH 6,8 e PBS pH 7,4, sendo cada condi¢cédo experimental
conduzida de forma independente.

Para o ensaio em pH 1,2, as amostras foram incubadas por 2 horas, com coleta
de aliquotas de 2 mL a cada 30 minutos. Para os ensaios conduzidos em PBS pH 6,8
e PBS pH 7,4, as amostras foram avaliadas por um periodo de 6 horas, com coletas

realizadas a cada 1 hora. ApOs cada coleta, o volume retirado foi imediatamente
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reposto com igual volume de meio fresco previamente aguecido, de modo a manter o
volume constante do sistema e garantir condi¢cdes sink durante o ensaio.

A quantificacdo da quercetina liberada foi realizada pelo método
espectrofotométrico previamente validado, utilizando comprimento de onda de 373
nm. Para isso, as amostras foram centrifugadas em ultracentrifuga (10.000 rpm, por
10 minutos, a 4 °C), e o sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo da

concentracdo de quercetina (Macedo, 2024).

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatoria das formulacdes foi avaliada por meio do ensaio
de inibicdo da desnaturacdo da albumina, seguindo a metodologia descrita por
Pandiyan et al. (2022), com algumas modificacdes. As amostras de nanoparticulas
contendo quercetina (NQ) foram preparadas nas concentragdes de 10 e 25 pg/mL
para a formulagdo NQ1 e de 10, 25 e 50 pg/mL para a formulagdo NQ3. As
nanoparticulas vazias (NB1 e NB3) foram preparadas nas mesmas concentracdes
correspondentes, permitindo a comparacdo entre as formulacdes com e sem o
composto ativo.

Para o ensaio, foram adicionados 500 pL de solucéo de albumina a 0,5% a 500
uL de cada amostra de nanoparticulas carregadas (NQ1 e NQ3) ou vazias (NB1 e
NB3), totalizando 1 mL de mistura reacional em tubos de ensaio. Paralelamente, foram
preparados tubos para avaliacao do branco das nanoparticulas (branco NP), contendo
500 uL da dispersao de nanoparticulas e 500 pL de tampéo fosfato (pH 6,8), sem a
adicdo da albumina, utilizados para correcdo de possiveis interferéncias das
nanoparticulas na leitura espectrofotométrica devido a turbidez inata das
nanosuspensdes. A amostra controle foi preparada, sendo composta por 500 uL de
solucao de albumina e 500 pL de tampéao fosfato (pH 6,8).

As misturas foram inicialmente incubadas a 37 °C por 10 minutos e a
absorbéancia foi determinada a 660 nm em espectrofotbmetro. Em seguida, as
amostras foram submetidas a aquecimento a 70 °C por 5 minutos para induzir a
desnaturacao proteica, sendo posteriormente mantidas em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as leituras de absorbancia foram
realizadas novamente no mesmo comprimento de onda, a fim de se obter a variagao

da absorbancia antes e apés o aquecimento (AA).
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A porcentagem de inibicdo da desnaturacdo da albumina foi calculada

utilizando-se a equacao:

x 100

% Inibicao =

( lﬁa‘qrrmh'rﬂr I: A Au mostra AA F.-r'un:'v."l.'}'] )
"ﬁflr'urrf rode

em que AA corresponde a diferenca entre as leituras de absorbancia obtidas
antes e ap0s o0 aquecimento de todas as amostras (nanoparticulas carregadas e

vazias, branco NP e controle).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas com o software estatistico GraphPadPrism
versao 6 (San Diego, CA, EUA) e os resultados séo apresentados como média * erro
padrdo da média. A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por ANOVA,
seguida pelo teste post-hoc de Tukey. O nivel de significancia aceito para os testes
foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
QUERCETINA

As nanoparticulas poliméricas foram obtidas com sucesso por meio da técnica
de gelificacéo ionotropica. As formulagdes apresentaram aspecto claro e transparente,
exibindo leve turbidez (Figura 10). Todas as suspensdes mantiveram-se visualmente

homogéneas durante o periodo inicial apés o preparo, com volume final de 10 mL.

Figura 10 - Nanoparticulas poliméricas preparadas pela técnica de gelificagdo ionotrépica

Fonte: O autor

A técnica de preparo utilizada baseia-se na formacdo de uma rede polimérica
por meio de reticulacdo ibnica, resultante das interacbes eletrostaticas entre 0s grupos
amino protonados da quitosana e os grupos fosfato do agente reticulante, o
tripolifosfato de sodio (TPP). Em meio acido, os grupos amino da quitosana
encontram-se protonados, conferindo carater catibnico a molécula. A adicdo gradual
do TPP, um polifosfato aniénico, promove a formacéo de pontes ibnicas entre as
cadeias poliméricas, levando a organizacdo estrutural e a formacdo das
nanoparticulas por gelificacao ionotropica (Gadzinski et al. 2022; Huang; Lapitsky,
2012).

A concentracdo de quercetina incorporada nas formulacdes foi de 0,05 mg/mL

para NQ1 e 0,1 mg/mL para NQS3, definida com base em estudos prévios e na
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viabilidade de encapsulamento da substancia em sistemas poliméricos a base de
guitosana, sendo compativel com o perfil lipofilico da quercetina e com a capacidade
da matriz de quitosana em encapsular compostos hidrofobicos (Abbaszadeh et al.
2020; Mu et al. 2024).

5.2 DETERMINACAO DA QUERCETINA INCORPORADA NAS NANOPARTICULAS

A eficiéncia de incorporacéo (El) das formulagdes foi avaliada com o objetivo
de quantificar a fracdo de quercetina efetivamente incorporada as nanoparticulas
durante o processo de preparacédo. Os resultados obtidos demonstraram valores
elevados de EI para ambas as concentracbes de TPP testadas, sendo de
90,63+ 0,071% para as nanoparticulas preparadas com 0,05% de TPP (NQ1), e
85,63 £ 0,23% para aquelas com 0,1% de TPP (NQ3). Esses valores indicam que o
sistema baseado em quitosana apresenta elevada capacidade de incorporar
compostos lipofilicos como a quercetina, o que pode ser atribuido a presenca de
grupos amino protonados na quitosana, que interagem com o farmaco por meio de
interacdes eletrostéaticas (Jafernik et al. 2023).

A reducdo da El com o aumento da concentracdo de TPP pode estar
relacionada a maior densidade de reticulacdo ibnica na matriz polimérica, o que pode
restringir o espaco disponivel para o farmaco ou promover a exclusdo de moléculas
nao incorporadas durante a formacao da rede. Esses achados estdo de acordo com
0s estudos de Huang & Lapitsky, 2012; Mohanbhai et al. 2022. Zhou, 2022;
Choudhary, 2020 que relatam eficiéncias de incorporagao variando entre 70% e 90%
em sistemas semelhantes, dependendo das propor¢cbes dos reagentes e das
condicdes de preparo.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que a técnica de gelificacao
ionotropica empregada foi eficaz na incorporacdo da quercetina, com excelente
desempenho mesmo em concentragdes baixas de agente reticulante, o que pode

representar uma vantagem em termos de custo e biocompatibilidade do sistema final.
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5.3 CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

5.3.1 Determinacao do Diametro Médio e Potencial Zeta

Os resultados da determinacao do tamanho de particula, potencial zeta e indice

de polidisperséo para as nanoparticulas poliméricas estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas
poliméricas.

Formulagé&o Tamanho de indice de Potencial Zeta
particula (nm) Polidisperséao (mV)
Média DP Média DP Média DP
NB1 329,30 67,22 0,36 0,20 48,26 1,25
NQ1 264,83 8,68 0,22 0,06 45,13 6,36
NB3 296,03 53,58 0,29 0,17 41,53 10,08
NQ3 306,66 17,74 0,32 0,27 41,16 2,30

Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo (n = 3). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as formula¢cdes para os parametros avaliados (p > 0,05), conforme
analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Tukey.

Fonte: O autor

Em relacdo ao tamanho médio de particula, as formulacdes apresentaram
valores médios entre 264,83 nm (NQ1) e 329,30 nm (NB1), resultados compativeis
com a literatura para nanoparticulas poliméricas preparadas pelo método da
gelificacéo ionotropica. Segundo o teste ANOVA, ndo houve diferenca estatistica entre
o tamanho das nanoparticulas, dessa forma, todas apresentam diametro médio similar
(Ciocheta, 2017; Alehosseini, 2022; Aguilera et al. 2025; Elmowafy et al. 2023).

O indice de polidisperséo (PDI) variou de 0,225 + 0,067 (NQ1) a 0,364 + 0,209
(NB1). Apesar da variacdo observada entre as formulagdes, todos os valores
permaneceram abaixo de 0,4, indicando uma distribuicdo de tamanho aceitavel para
sistemas nanoparticulados. O menor PDI foi observado na formulacdo NQ1, indicando

uma populacdo de particulas mais homogénea. Ainda assim, ndo houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os grupos avaliados quanto a esse parametro
(Danaei et al., 2018).

Os valores de potencial zeta ficaram entre 41,16 £ 2,30 mV (NQ3) e 48,26 £
1,25 mV (NB1). Todas as formulacbes apresentaram cargas positivas, atribuidas a
presenca da quitosana, um polimero catibnico. Esses valores indicam boa
estabilidade eletrostatica das nanoparticulas, ja que potenciais acima de +30 mV
geralmente indicam repulsdo suficiente para evitar a agregacao das particulas. A
andlise estatistica também demonstrou que ndo houve diferenga significativa no
potencial zeta entre as formulac¢des (p > 0,05) (Warsito et al. 2020; Honary e Zabhir,
2013).

De maneira geral, os resultados sugerem que as variacdes nas formulagdes,
incluindo a adicdo de quercetina, ndo tiveram impacto significativo nas propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas, indicando que a metodologia de preparacdo

utilizada é robusta e reprodutivel.

5.4 ANALISE DA MORFOLOGIA E SUPERFICIE

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por microscopia eletronica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG), conforme ilustrado na Figura 11.
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Figura 11- Fotomicrografias das nanoparticulas poliméricas liofilizadas: (a) NB-1; (b) NB-3; (c) NQ-1;
(d) NQ-3 por MEV-FEG.
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As imagens mostram que todas as formulacdes apresentaram particulas com

formato predominantemente esférico e tendéncia a agregacéao superficial. No entanto,

observa-se que as formulagdes contendo quercetina, em especial NQ1, exibiram

particulas com morfologia mais regular e esférica em comparacao as formulagdes sem

o farmaco (NB1 e NB3), que apresentaram maior variabilidade de forma e contornos

menos definidos. Essa maior uniformidade nas amostras com quercetina pode estar

relacionada a interacao do farmaco com os componentes da matriz polimérica, o que

favorece uma organizacdo mais simétrica durante o processo de formacdo das

nanoparticulas. As medidas de tamanho obtidas diretamente nas imagens estdo de

acordo com os dados obtidos por DLS, reforcando a consisténcia entre as técnicas

empregadas.
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Por fim, os resultados observados nas formulagcdes NQ1 e NQ3 estdo em
concordancia com estudos anteriores que empregam guitosana e quercetina por meio
de gelificacdo ionotropica ou nanoprecipitacdo. Por exemplo, Kim et al. (2021)
relataram particulas com morfologia semelhante por microscopia eletrénica de
varredura e microscopia eletronica de transmissao e tamanho dentro da mesma faixa.
Estudos adicionais mostram que a quercetina reforca a esfericidade das particulas,
especialmente em sistemas fluorescentes, corroborando a influéncia positiva do

farmaco na organizagdo matricial.

5.5 Analise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR) foi utilizada para verificar a
presenga de grupos funcionais nas estruturas das nanoparticulas poliméricas e avaliar
o perfil dos espectros obtidos por esta técnica. A Figura 12 apresenta os espectros

obtidos para cada formulagao.
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Figura 12 - Espectros de FTIR das nanoparticulas poliméricas (2 cm™, 64 scans, pastilha com KBr)
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A Figura 12 apresenta os espectros de FTIR das formulaces NB1, NB3
(nanoparticulas vazias) e NQ1, NQ3 (nanoparticulas contendo quercetina). Em todos
0s espectros, observa-se uma banda larga na regido de 3200—-3400 cm™, atribuida as
vibrac@es de estiramento dos grupos hidroxila (-OH), caracteristica tanto da quitosana
guanto da quercetina. Essa banda aparece mais intensa nas formulacbes com
guercetina (NQ1 e NQ3), sugerindo a presenca do farmaco e possiveis interacfes
intermoleculares com os grupos funcionais da matriz polimérica (Erdogmus, 2023;
Pavia et al. 2010; Taubner, 2020; Rosiak et al. 2023).

A banda em 1643 cm™ e 1654 cm™ no espectro de NB1 e NB3,

respectivamente, pode ser atribuida, as vibragdes de estiramento C=0 (ligagdo amida
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), enquanto que em 1728 cm™ e 1718 cm™ estdo relacionadas as vibracées N-H
(ligacdo amida 1), tipicas da quitosana. Nas amostras NQ1 e NQ3, essas bandas
apresentaram deslocamentos sutis em relagdo as formulagdes NB1 e NB3, indicando
possiveis interacées entre os grupos funcionais da quercetina e da quitosana, como
interacdes de hidrogénio (Erdogmus, 2023; Pavia et al. 2010; Taubner, 2020; Rosiak
et al. 2023).

Além disso, bandas caracteristicas da quercetina podem ser observadas nas
amostras NQ1 (1357 cm™) e NQ3 (1350 cm™) na regido de 1500-1200 cm™,
atribuidas as vibracdes de anéis aroméaticos e de grupos fendlicos. A presenca dessas
bandas nas formula¢des contendo o farmaco sugerem sua incorporacdo na matriz
nanoparticulada (Pavia et al. 2010; Rosiak et al 2023).

Portanto, os espectros de FTIR corroboram a presenca da quercetina nas
formulacdes NQ1 e NQ3 e indicam a existéncia de intera¢des fisico-quimicas entre o

farmaco e os componentes poliméricos das formulacdes.

5.6 Analise por Difracdo de Raios X

A Figura 13 apresenta os difratogramas de raios X da quercetina (QC),
quitosana (QS), tripolifosfato (TPP), Eudragit® e das nanoparticulas desenvolvidas
(NB1, NB3, NQ1 e NQ3). A quercetina pura (Q) apresentou multiplos picos intensos e
bem definidos ao longo da faixa de 20, caracteristicos de um material altamente
cristalino, conforme amplamente descrito na literatura (Li et al., 2009; Kumari et al.,
2010; Dash, 2010). Esse comportamento esta associado a elevada organizagéao
estrutural do farmaco no estado soélido, fator que contribui para sua baixa solubilidade

em meio aquoso.



Figura 13 - Difratogramas de raios X (DRX) das matérias-primas e das nanoparticulas
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A quitosana (QS) apresentou um halo amplo centrado em aproximadamente

43

20°, evidenciando seu carater predominantemente amorfo ou semicristalino, tipico de

polimeros naturais. De forma semelhante, o Eudragit® exibiu perfil difuso, sem picos

definidos, confirmando sua natureza amorfa. Em contrapartida, o TPP apresentou

picos bem definidos, indicando estrutura cristalina. Esses resultados estdo de acordo
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com a literatura, que descreve a quitosana e polimeros acrilicos como materiais
amorfos e o TPP como um composto cristalino (Rinaudo, 2006; Dash et al. 2011;
Thakral et al. 2013; Patel, 2012)

As nanoparticulas brancas (NB1 e NB3) apresentaram difratogramas
caracterizados por halos amplos e auséncia de picos cristalinos definidos,
evidenciando a formacdo de uma matriz predominantemente amorfa. Esse
comportamento pode ser atribuido a interacdo entre a quitosana e o TPP durante o
processo de gelificacdo ionotrépica, que promove reorganizacao estrutural e reducao
da cristalinidade dos componentes individuais. A formagé&o de sistemas amorfos em
nanoparticulas poliméricas é frequentemente relatada na literatura e esta associada a
reticulacdo entre polimeros e agentes reticulantes (Calvo et al., 1997; Grenha, 2012).

De maneira semelhante, as formulagbes contendo quercetina (NQ1 e NQ3)
também exibiram perfis predominantemente amorfos, sem a presenca dos picos
cristalinos caracteristicos da quercetina, sugerindo que o processo de
nanoparticulacdo promoveu a dispersdo do farmaco na matriz polimérica,
possivelmente em estado amorfo ou molecularmente distribuido. Entre essas
formulacdes, a NQ1 apresentou um halo amorfo menos intenso, com discreto
alargamento na regido préxima a 20°, enquanto a NQ3 exibiu uma banda amorfa mais
pronunciada na mesma regido. A auséncia de reflexdes cristalinas da quercetina
indica que sua incorporacdo as nanoparticulas ocorreu sem manutencdo de sua
estrutura cristalina original, o que é compativel com uma elevada eficiéncia de

encapsulamento e maior interacdo entre o farmaco e a matriz polimérica.

5.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

A estabilidade das formulac¢des foi avaliada nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias,
por meio da analise do tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta.
As variacdes nesses parametros permitem identificar possiveis alteracdes no sistema,
como agregacao, aumento da heterogeneidade e mudancas na carga superficial das

nanoparticulas (Kumari et al., 2010; Honary; Zahir, 2013).



45

Figura 14 - Variacdo do tamanho de particula das nanoparticulas ao longo do estudo de estabilidade
(0, 30, 60 e 90 dias)
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A variacao do tamanho de particula das formulacdes ao longo de 90 dias de
armazenamento esta apresentada na Figura 14. De modo geral, observa-se que as
formulacdes apresentaram comportamento relativamente estavel ao longo do periodo,
com variacdes mais pronunciadas aos 60 dias.

No tempo inicial (O dias), todas as formulagdes exibiram tamanhos de particula
na faixa de aproximadamente 260 a 330 nm, sem diferengas expressivas entre si.
Apo6s 30 dias, verificou-se um leve aumento no tamanho das particulas, especialmente
para a formulacdo NQS3, indicando possivel inicio de processos de reorganizacao
estrutural ou interacdo entre particulas (Honary e Zahir, 2013).

Aos 60 dias, observou-se aumento mais acentuado no tamanho de particula
para algumas formulagbes, com destaque para NQ3, que apresentou 0s maiores
valores, seguido por NB3 e NQ1. Esse aumento foi estatisticamente significativo em
comparacao com tempos anteriores (p < 0,05; *p < 0,01), sugerindo a ocorréncia de
agregacao parcial ou instabilidade transitoria do sistema.

Entretanto, aos 90 dias, os valores de tamanho de particula retornaram a faixas
proximas as iniciais, indicando possivel reequilibrio do sistema coloidal. Esse

comportamento sugere que, apesar das variagdes intermediarias, as formulacdes
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mantiveram sua integridade estrutural ao longo do armazenamento sob refrigeracdo
(4 °C) (Kumari et al., 2010; Honary; Zahir, 2013).

De maneira geral, as formulacbes contendo quercetina (NQ1 e NQ3)
apresentaram maior variacdo ao longo do tempo, possivelmente devido a interacdo
do farmaco com a matriz polimérica, o que pode influenciar a organizacéo interna das
nanoparticulas. Ainda assim, a auséncia de aumento progressivo e irreversivel no
tamanho de particula indica adequada estabilidade coloidal dos sistemas

desenvolvidos.

Figura 15 - Variacdo do indice de polidispersao (IPD) das nanoparticulas ao longo do estudo de
estabilidade (0, 30, 60 e 90 dias)
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A variacao do indice de polidispersao (IPD) das formulac6es ao longo de 90
dias esta apresentada na Figura 15. No tempo inicial (O dias), todas as formulagfes
apresentaram valores de IPD inferiores a 0,5, indicando distribuicdo de tamanho
relativamente homogénea e adequada disperséo do sistema nanoparticulado.

Ao longo do periodo de armazenamento, observou-se aumento nos valores de
IPD, especialmente a partir de 60 dias, com destaque para as formulacdes NB3 e

NQ3, que apresentaram valores mais elevados. Esse aumento foi estatisticamente
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significativo (**p < 0,001), indicando maior heterogeneidade do sistema e possivel
ocorréncia de agregacao ou reorganizacao das particulas (Danaei, 2018).

A formulacdo NQ3 apresentou os maiores valores de IPD ao longo do tempo,
atingindo valores préximos de 0,9 aos 90 dias, sugerindo maior instabilidade e
distribuicdo de tamanho mais ampla. Em contraste, a formulacdo NQ1 manteve
valores de IPD relativamente baixos ao longo do periodo, indicando maior
homogeneidade e melhor estabilidade coloidal.

De maneira geral, 0o aumento do IPD ao longo do tempo sugere que, apesar de
as nanoparticulas manterem dimensfdes médias dentro da faixa nanométrica, houve
aumento na dispersidade do sistema, possivelmente relacionado a processos de
agregacao parcial ou interacao entre particulas. Esse comportamento é coerente com
as variacfes observadas no tamanho de particula, reforcando a influéncia do tempo
de armazenamento na organizacdo do sistema nanoparticulado (Bhattacharjee, 2016;
Mohanraj; Chen, 2006).

Figura 16 - Variagdo do potencial zeta das nanoparticulas ao longo do estudo de estabilidade (0, 30,
60 e 90 dias)
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Os valores de potencial zeta das formulacdes ao longo de 90 dias de
armazenamento estdo apresentados na Figura 16. De modo geral, todas as

formulacbes apresentaram valores elevados de potencial zeta, variando
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aproximadamente entre +40 e +55 mV, indicando boa estabilidade eletrostatica do
sistema nanoparticulado.

A analise estatistica ndo demonstrou diferencas significativas entre as
formulacdes nem ao longo do tempo (p > 0,05), sugerindo que a carga superficial das
nanoparticulas permaneceu estavel durante todo o periodo de armazenamento.

Pequenas variacdes nos valores de potencial zeta foram observadas entre os
tempos avaliados, com destaque para a formulacdo NQ1 aos 90 dias, que apresentou
valores mais elevados, e para NQ3, que exibiu uma leve reducéo ao longo do tempo.
No entanto, essas variagbes n&o foram estatisticamente significativas e n&o
comprometem a estabilidade coloidal do sistema.Valores elevados de potencial zeta
(superiores a +30 mV) estdo associados a repulsdo eletrostatica entre particulas,
reduzindo a tendéncia a agregacdo. Nesse contexto, os resultados obtidos indicam
gue as nanoparticulas mantiveram adequada estabilidade coloidal ao longo do
armazenamento, corroborando parcialmente os resultados de tamanho de particula e
indice de polidispersao (Danaei, 2018; Bhattacharjee, 2016).

De forma geral, a analise conjunta dos parametros de tamanho de particula,
indice de polidispersdao (IPD) e potencial zeta indica que as nanoparticulas
apresentaram adequada estabilidade ao longo dos 90 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. Embora tenha sido observado aumento temporario no tamanho de
particula e no IPD, especialmente aos 60 dias, esses efeitos ndo foram progressivos
nem acompanhados por alteragdes significativas no potencial zeta, sugerindo que nao
houve agregacdo irreversivel do sistema. A manutencdo de elevados valores de
potencial zeta ao longo do tempo evidencia a preservacdo da repulsao eletrostatica
entre as particulas, contribuindo para a estabilidade coloidal. Assim, os resultados
indicam que as formulacdes desenvolvidas apresentam comportamento estavel e
adequado para aplicagbes farmacéuticas, mesmo apos periodos prolongados de
armazenamento (Schafazick et.al. 2003; José et al. 2018; Deng et al. 2020).
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5.8 ENSAIO DE MUCOADESIVIDADE

5.8.1 Tamanho de particula

A influéncia da mucina no tamanho de particula foi avaliada para os quatro
grupos de nanoparticulas (NB1, NB3, NQ1 e NQ3), sob concentracdes crescentes de
mucina (0%, 0,1%, 0,25% e 0,5%), ilustrada na Figura 17. A analise estatistica foi

realizada por ANOVA seguida de pOs-teste de Tukey.

Figura 17- Efeito da concentragao de mucina no tamanho de particula das nanoparticulas poliméricas
com e sem quercetina
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No grupo NQ1, observou-se aumento significativo no tamanho de particula com

a adicdo de mucina. As concentracbes de 0,1%, 0,25% e 0,5% resultaram em
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particulas significativamente maiores quando comparadas a condi¢do controle (0%
mucina) (p < 0,05). Esses resultados indicam que a presenca de mucina promove
interacdo com as nanoparticulas de quitosana contendo quercetina, o que pode estar
associado ao estabelecimento de interacbes mucoadesivas, refletindo-se no aumento
do tamanho hidrodinamico (Kim, 2021).

No grupo NB1, a presenca de mucina também levou a aumentos significativos
no tamanho de particula nas concentracdes de 0,25% e 0,5% em relacdo ao controle.
Esse comportamento sugere que, mesmo na auséncia de quercetina, as
nanoparticulas a base de quitosana podem interagir com a mucina, promovendo
alteracOes estruturais mensuraveis pelo aumento do diametro médio.

A principal forca envolvida na interacdo entre nanoparticulas de quitosana e
mucina é a eletrostatica, que ocorre entre as cargas opostas deles. A quitosana, em
meio &cido ou levemente &cido (pH < 6,5), apresenta 0s grupos amina primarios (—
NH,) protonados, conferindo a molécula uma carga positiva predominante (—NHs"),
como observado pelo elevado valor do potencial zeta das nanoparticulas. J& a mucina
€ uma glicoproteina com estrutura complexa, rica em residuos de acido sialico e
grupos sulfatos, que conferem a sua cadeia uma carga negativa global em condicdes
fisiologicas (pH neutro ou levemente acido) (Ahmad et al. 2024; Collado-Gonzalez et
al. 2019).

Essa diferenga de carga cria uma forte atracdo eletrostatica entre a quitosana
e a mucina, facilitando a formacéo de complexos polieletroliticos ou promovendo a
adsorcdo da mucina a superficie das nanoparticulas. Quanto maior o potencial zeta
positivo das nanoparticulas, maior tende a ser a intensidade dessa interacao, pois as
particulas altamente carregadas positivamente sdo mais propensas a se ligar a
substratos com cargas negativas, como o muco (Bernkop-Schniurch & Dinnhaupt,
2012).

Além disso, o pH do meio influencia diretamente essa interacdo: em pH mais
acido, ha maior grau de protonacdo da quitosana, o que aumenta a densidade de
carga positiva e favorece a mucoadeséo. Por outro lado, em pH neutro ou alcalino, a
desprotonacao dos grupos amina pode reduzir significativamente a forca de interacdo
com a mucina, prejudicando a adeséo (Sogias et al. 2008; Smart, 2005).

A interacdo eletrostatica pode ser evidenciada experimentalmente por
alteracbes em parametros fisico-quimicos, como aumento do tamanho médio de

particula, alteracdes no indice de polidispersdo ou modificacdes no potencial zeta,
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guando as nanoparticulas sdo incubadas com mucina. Essas mudancas sugerem a
formacdo de uma camada de mucina na superficie das particulas ou de agregados
induzidos por pontes ibnicas (He et al. 2010).

No grupo NB3 foi observada diferenca estatistica para todas as concentragcdes
de mucina, enquanto que o grupo NQ3 teve diferenca estatistica somente na
concentracdo de mucina de 0,5%. Esses grupos, formulados com maior concentracao
de TPP, parecem apresentar menor sensibilidade a mucina, o que pode estar
relacionado & maior reticulagdo da matriz polimérica, reduzindo as cargas disponiveis
e, assim, a flexibilidade das nanoparticulas para interacdes com o muco (Chuah et al.
2011; Kim, 2021).

A maior concentracdo de TPP utilizada nas formulagcdes NB3 e NQ3 promove
um grau mais elevado de reticulacdo ibnica da matriz de quitosana, uma vez que 0
TPP atua como agente reticulante anionico, formando pontes de ligagdo com os
grupos amina protonados da quitosana. Esse aumento da densidade de reticulacdo
resulta em estruturas mais compactas e rigidas, com menor mobilidade das cadeias
poliméricas, o que pode reduzir a capacidade de rearranjo conformacional necessario
para a interacdo eficaz com a mucina. Como a mucoadesdo depende, em parte, da
difusé@o e da interpenetracdo das cadeias poliméricas com a rede mucosa, sistemas
excessivamente reticulados podem apresentar menor flexibilidade e menor extenséo
de contato com o0 muco, o que limita a formacéo de interacdes eletrostaticas ou de
hidrogénio (Andrews et al. 2009; Peppas & Huang, 2002).

Além disso, a incorporagdo da quercetina pode reduzir ainda mais a
flexibilidade das cadeias poliméricas, por interagir também com a quitosana, conforme
sugerido pelo FTIR. Assim, a interacdo entre a NQ3 e a mucina € dose-dependente,
com menor sensibilidade em baixas concentragcbes de mucina, diferentemente do
observado na nano vazia (NB3), que pode estar associada a restri¢do fisica da matriz
polimérica.

De forma geral, os dados indicam que a composi¢cdo das nanoparticulas
influencia diretamente a resposta a mucina, sendo a formulacdo NQ1 a que
apresentou maior sensibilidade e alto potencial mucoadesivo em baixas

concentragcdes de mucina.
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5.8.3 indice de polidispersao

A Figura 18 apresenta os valores de indice de polidispersdo (PDI) das
formulacdes NB1, NB3, NQ1 e NQ3 em diferentes concentracbes de mucina (0%,
0,1%, 0,25% e 0,5%). Observou-se que, de modo geral, a adicdo de mucina resultou
em aumento significativo do PDI, indicando maior heterogeneidade no tamanho das

particulas formadas.

Figura 18 - Efeito da concentragdo de mucina no indice de polidispersdo das nanoparticulas de
quitosana com e sem quercetina
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Na formulagdo NB1, a presenca de mucina em todas as concentracdes
testadas (0,1%, 0,25% e 0,5%) promoveu aumento significativo do PDI em
comparacao a amostra controle (M0), com diferencas estatisticamente significativas
entre NB1 MO e os demais grupos (p < 0,05). Resultado semelhante foi observado na
formulacdo NB3, que apresentou elevagéo do PDI com 0 aumento da concentracéo
de mucina, especialmente entre os grupos NB3 MO e NB3 M0,25 e NB3 MO0,5 (p <
0,05).

Para as formulagcbes contendo quercetina, NQ1 apresentou aumento
estatisticamente significativo do PDI entre o grupo controle (NQ1 MO) e os grupos
contendo mucina (M0,1, M0,25 e M0,5). O grupo NQ1 destacou-se por apresentar o
maior valor de PDI, com diferenca significativa em relacdo aos demais grupos. Ja a
formulacdo NQ3 apresentou um padrdo menos acentuado, mas com aumento
significativo do PDI na maior concentracdo de mucina em comparagao ao grupo
controle (NQ3 MO).

Esses achados sugerem que a interacdo entre 0S grupos catidnicos da
guitosana e os grupos anidnicos da mucina (como acido sialico e residuos sulfatos)
pode induzir aglomeracdo parcial ou reorganizacdo estrutural das nanoparticulas,
promovendo maior dispersdo no tamanho das particulas. Tal comportamento esta de
acordo com a literatura, que descreve que a quitosana, devido a sua natureza
policatibnica, apresenta elevada afinidade por superficies mucosas negativamente
carregadas, o que pode comprometer a estabilidade coloidal em meio com excesso
de mucina (Rashki et al., 2021; Jafernik et al., 2023).

O aumento do indice de polidispersao (PDI) observado nas formula¢cdes com
adicdo de mucina evidencia um impacto direto na homogeneidade das nanoparticulas
desenvolvidas. Em especial, as formulagbes NB1, NB3 e NQ1 demonstraram
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle (sem mucina) e 0s
grupos com concentracdes crescentes de mucina, revelando uma tendéncia clara de
maior dispersdo no tamanho das particulas a medida que a concentragcdo de mucina
aumenta.

A formulacdo NQ1, que apresentou o maior valor de PDI no grupo MO0, 1, sugere
gue a combinacdo entre quercetina e mucina pode favorecer ainda mais essas
interagbes desfavoraveis a homogeneidade, possivelmente por alteracbes na
densidade superficial de carga ou por rearranjos estruturais induzidos pela presenca

do farmaco.
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5.8.2 Potencial zeta

O potencial zeta foi avaliado para os quatro grupos de nanoparticulas (NB1,
NB3, NQ1 e NQ3) em diferentes concentra¢cdes de mucina (0%, 0,1%, 0,25% e 0,5%).
Em todos os grupos, a analise de variancia (ANOVA) seguida do pés-teste de Tukey
indicou alteracao estatisticamente significativa do potencial zeta com o contato com a
mucina (p < 0,05) (Figura 19).

Figura 19- Efeito da concentragdo de mucina no potencial zeta das nanoparticulas de quitosana com e
sem quercetina
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Potencial zeta (mV)
Potencial zeta (mV)

Fonte: O autor

Na auséncia de mucina (M0), todas as formula¢cfes apresentaram potencial
zeta positivo, o que reflete a presenca de grupos amina protonados da quitosana,
conferindo carater catidnico a superficie das nanoparticulas (Bernkop-Schntrch et al.
2001). Esse comportamento € tipico de sistemas baseados em quitosana,

especialmente em pH levemente acido, onde o polimero se encontra ionizado.
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Com a adicdo de mucina, houve inversdo da carga superficial das
nanoparticulas, passando de positiva para negativa em todas as formulacdes e
concentracdes testadas. Essa inversao € atribuida a interacédo eletrostatica entre os
grupos cationicos da quitosana e 0s grupos anionicos presentes na mucina, como
acido sialico e residuos sulfatos (Sogias et al. 2008; Xu et al. 2022).

A reducdo do potencial zeta apds a exposi¢cdo a mucina confirma a adsorcao
da mucina sobre a superficie das nanoparticulas, um dos principais mecanismos
associados a mucoadesividade (Andrews et al. 2009). Esses resultados demonstram
gue as interacbes com a mucina ocorrem independentemente da presenca de
guercetina, da concentracédo de TPP ou da concentracdo da mucina, sugerindo que o
polimero base (quitosana) € o principal responsavel pela interacdo com o muco.

Portanto, a mudanca no potencial zeta pode ser interpretada como um
indicador fisico-quimico da interacdo mucoadesiva, conforme j& descrito na literatura
(Mura et al. 2015). A presenca de mucina modifica diretamente a superficie das
nanoparticulas, o que € consistente com o comportamento esperado para sistemas
desenvolvidos com finalidade de liberagdo controlada por via mucosa.

Os resultados do ensaio de mucoadesividade indicam que as nanoparticulas
desenvolvidas apresentam potencial significativo de interacdo com a mucina,
especialmente nas formulagbes com menor grau de reticulagdo, que demonstraram
maior sensibilidade a presenga do muco. Essa capacidade de interagdo € desejavel
em sistemas destinados a administragao oral para tratamento de colite ulcerativa, uma
vez que a adesdo a mucosa intestinal inflamada pode prolongar o tempo de
permanéncia no sitio de acao, favorecendo a liberagao local controlada do farmaco e
aumentando sua biodisponibilidade na regiao afetada (Kim, 2021; Ahmad et al. 2024;
Andrews et al. 2009; Peppas & Huang, 2002).

Além disso, a mucoadesao pode contribuir para proteger o principio ativo da
degradacéao no trato gastrointestinal e para permitir uma exposigdo mais prolongada
as células-alvo inflamatoérias. Assim, os dados obtidos reforcam o potencial das
nanoparticulas de quitosana, especialmente das formulagdes com menor reticulagao,
como sistemas promissores para o direcionamento local de farmacos anti-
inflamatdrios no tratamento da colite ulcerativa por via oral (Lang et al 2020; Yadav et
al. 2024).
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5.9 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O perfil de liberacdo da quercetina a partir das formulagcbées NQ1 e NQ3 foi
avaliado em meios de dissolugdo com diferentes valores de pH (1,2; 6,8 e 7,4),
simulando condi¢gdes do trato gastrointestinal. De maneira geral, ambas as
formulagdes apresentaram perfil de liberagao dependente do pH, com menor liberagao

em meio acido e aumento progressivo a medida que o pH aumentava.

Figura 20 - Perfil de liberagao in vitro da quercetina a partir da formulagao NQ1 em diferentes pHs (1,2;
6,8e74)
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Figura 21 - Perfil de liberagao in vitro da quercetina a partir da formulagdo NQ3 em diferentes pHs
(1,2;6,8e 7,4)
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Em pH 1,2, condigdo que simula o ambiente gastrico, observou-se liberagao
limitada de quercetina em ambas as formulag¢des. A formulagdo NQ1 (Figura 20)
apresentou liberagédo de aproximadamente 16,57% apods 2 horas, enquanto a NQ3
(Figura 21) apresentou valor de aproximadamente 6,35% no mesmo periodo. Esse
comportamento sugere que as nanoparticulas mantém estabilidade relativa em meio
acido, limitando a difusdo do farmaco.

Quando avaliadas em pH 6,8, ambas as formulagdes apresentaram aumento
significativo da liberagdo ao longo do tempo. A formulagcdo NQ1 atingiu
aproximadamente 81,31% de liberacao apds 6 horas, enquanto a NQ3 apresentou
liberacdo de cerca de 58,46% no mesmo periodo. Esse resultado indica que, embora
ambas as formulacbes apresentem liberagdo aumentada no pH intestinal, a NQ1
demonstrou maior taxa de liberagcdo quando comparada a NQ3.

Em pH 7,4, observou-se novamente um aumento progressivo na liberagao da
quercetina ao longo do tempo. A formulagdo NQ1 apresentou aproximadamente
88,57% de liberagdo apds 6 horas, enquanto a NQ3 atingiu cerca de 75,21% no
mesmo periodo. Apesar dessa diferenga, ambas as formulagdes mantiveram uma

tendéncia semelhante de liberagao, dependente do pH.
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Os resultados obtidos para as formulagdes NQ1 e NQ3 estdo de acordo com
estudos descritos na literatura sobre nanoparticulas baseadas em quitosana
reticulada com tripolifosfato (TPP) utilizadas como sistemas de liberagdo oral. Em
geral, esses sistemas apresentam liberagdo reduzida em meio acido e aumento
progressivo da liberagdo em pH neutro ou levemente alcalino, comportamento
associado as propriedades de ionizagao da quitosana e aos polimeros pH-responsivos
presentes na formulagéo (Gosh et al. 2022; Raj et al. 2018).

Além disso, as diferencas observadas entre as formulacdées NQ1 e NQ3 estao
diretamente relacionadas ao grau de reticulagdo da matriz polimérica, influenciado
pela concentracao de tripolifosfato (TPP). O TPP atua como agente reticulante iénico,
promovendo interagdes eletrostaticas com os grupos amina protonados da quitosana,
resultando na formacao de uma rede mais densa e compacta. Formulagées com maior
teor de TPP apresentam maior grau de reticulacdo, o que reduz a mobilidade das
cadeias poliméricas e dificulta a difusdo do farmaco. Esse comportamento justifica a
menor liberagao observada para a formulagdo NQ3 em relagdo a NQ1, sugerindo que
a matriz mais compacta atua como uma barreira a difusdo da quercetina (Agnihotri, et
al. 2004, Calvo et al. 1997; Dung et al. 2007).

Em estudos envolvendo nanoparticulas de quitosana desenvolvidas para
liberacdo intestinal de farmacos, observa-se que a liberagdo do composto
encapsulado é significativamente maior em pH alcalino quando comparada a
condi¢bes acidas, indicando que esses sistemas sio sensiveis as variagdes de pH ao
longo do trato gastrointestinal. Esse comportamento tem sido atribuido a alteracées
nas interagdes entre a quitosana e o agente reticulante, bem como ao aumento da
hidratagdo da matriz polimérica e da difusdo do farmaco em meios menos acidos (Al-
Nemrawi et al, 2018; Dung et al. 2007)

A presenga do Eudragit?® S100 na composi¢do das formulagdes também
contribui para o perfil de liberagdo observado, conforme representado
esquematicamente na Figura 22. Esse polimero anidnico apresenta solubilidade
dependente do pH, dissolvendo-se preferencialmente em pH acima de
aproximadamente 7. Em meio acido, o polimero permanece predominantemente
insoluvel, limitando a difusao do farmaco. Em pHs mais elevados, ocorre a ionizagao
dos grupos carboxilicos do polimero, promovendo maior solubilidade e
desestruturagao do sistema, o que favorece a liberagdo da quercetina (Nikam et al.,
2023).
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Figura 22 - Representacdo esquematica do comportamento pH-dependente das nanoparticulas de

quitosana/Eudragit® S100 contendo quercetina e seu impacto no perfil de liberagao in vitro.
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Esse comportamento é consistente com o perfil observado nas formulacdes
NQ1 e NQ3 do presente estudo, nas quais a liberacdo da quercetina foi limitada em
pH 1,2, enquanto valores significativamente maiores foram observados em pH 6,8 e
7,4.

As diferencas observadas entre as formulagdes podem estar relacionadas a
variagdes na composigao ou ha organizagao estrutural das nanoparticulas, o que pode
influenciar fatores como o grau de reticulagao da matriz polimérica, a densidade da
rede formada entre quitosana e tripolifosfato (TPP), bem como as interagées com o
Eudragit® S100 presente nas formulagbes.

De forma geral, os resultados indicam que ambas as formulagdes apresentam
perfil de liberagdo controlado e dependente do pH, caracteristica desejavel para
sistemas destinados a liberagédo intestinal de farmacos, especialmente para o
tratamento de doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa.

Para interpretar o mecanismo de liberacdo, modelos matematicos classicos
podem ser utilizados para ajustar os perfis de liberagao de sistemas nanoparticulados,

incluindo os modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer—Peppas
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(Chen et al. 2020). Os ajustes obtidos para os diferentes modelos estdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3 — Ajuste dos modelos cinéticos de liberagao da quercetina a partir das nanoparticulas (NQ1 e

NQ3) em diferentes pHs, com respectivos coeficientes de determinacgao (R?) e valores do expoente n

Formulacdo pH Ordem Primeira Higuchi Korsmeyer- n
zero (R?) ordem (R?) Peppas (R?)
(R?)
NQ1 1,2 0,9647 0,9600 0,9902 0,9243 0,68
NQ1 6,8 0,9991 0,9972 0,9913 0,9947 0,64
NQ1 7,4  0,9638 0,9999 0,9900 0,9700 0,88
NQ3 1,2 0,9983 0,9979 0,9804 0,9786 0,46
NQ3 6,8 0,9928 0,9869 0,9689 0,9855 0,79
NQ3 74  0,9733 0,9687 0,9568 0,9644 0,65

Fonte: O autor

De modo geral, todos os modelos avaliados apresentaram bom ajuste aos
dados experimentais (R* > 0,95), indicando que os perfis de liberacdo podem ser
descritos por diferentes abordagens matematicas. No entanto, o modelo de
Korsmeyer—Peppas foi selecionado para a interpretagdo do mecanismo de liberagéao,
nao apenas pelo ajuste obtido, mas principalmente por sua ampla aplicagdo em
sistemas poliméricos, especialmente em particulas esféricas, como nanoparticulas,
nas quais permite avaliar os mecanismos envolvidos no processo de liberagdo do
farmaco (Costa; Sousa Lobo, 2001; Korsmeyer et al., 1983).

Para sistemas poliméricos de geometria esférica, o modelo de Korsmeyer—
Peppas permite avaliar o mecanismo de liberagdo por meio do expoente de difusdo
(n). De acordo com a literatura, valores de n < 0,45 indicam difus&o Fickiana, enquanto
valores de n > 0,89 estdo associados ao transporte do tipo Caso Il. Valores
intermediarios (0,45 < n < 0,89) indicam transporte anémalo, em que a liberagao
ocorre pela combinagao entre difusdo do farmaco através da matriz polimérica e
relaxamento das cadeias do polimero (Chassot, 2013; Camargo et al., 2021; Costa,
2002).
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No presente estudo, os valores do expoente de difusao variaram entre 0,46 e
0,88, indicando que a liberagcdo da quercetina ocorre predominantemente por
transporte anémalo, caracteristico de sistemas poliméricos.

O comportamento de transporte anémalo observado pode ser explicado pela
natureza hibrida da matriz polimérica utilizada, composta por quitosana reticulada com
tripolifosfato (TPP) e associada ao polimero Eudragit®. Nesses sistemas, a liberagéao
do farmaco nao ocorre exclusivamente por difusdo simples, mas envolve também o
relaxamento e a reorganizagdo das cadeias poliméricas, bem como a hidratagao
progressiva da matriz em fungao do pH do meio. Em condi¢des de pH mais elevadas,
a desprotonacao dos grupos funcionais da quitosana e a solubilizagdo do Eudragit®
favorecem a expansao da rede polimérica, aumentando a mobilidade das cadeias e
facilitando a difusdo da quercetina. Esse conjunto de fenébmenos contribui para o perfil
de liberagdo observado e reforca a predominancia do mecanismo de transporte

andmalo nas formulagdes avaliadas (Siepmann; Peppas, 2011; Agnihotri et al., 2004).

5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A atividade anti-inflamatéria das formulagdes, avaliada por meio do ensaio de
inibicdo da desnaturagao proteica, € apresentada na Figura 23. De modo geral,
observou-se aumento da porcentagem de inibigdo com o incremento da concentragcéo

para todas as amostras avaliadas.
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Figura 23 - Inibicdo da desnaturacao proteica (%) promovida por nanoparticulas contendo ou n&o
quercetina e pelo diclofenaco em diferentes concentragdes.
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Fonte: O autor

Os dados representam a média * desvio padrdo (n = 3). CN: controle negativo; NB: nanoparticulas
brancas; NQ: nanoparticulas contendo quercetina; Diclo: diclofenaco. Os valores indicam as
concentragbes (ug/mL). ***p < 0,001 indica diferenga significativa entre NB3 e NQ3 na mesma
concentragéao.

Observou-se que as nanoparticulas brancas (NB), mesmo na auséncia de
quercetina, apresentaram valores de inibicdo da desnaturagdo proteica. Esse
comportamento pode estar relacionado as propriedades intrinsecas do polimero
utilizado na formulag&o, como a quitosana, que apresenta atividade bioldgica descrita
na literatura, incluindo propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Além disso, a
presengca de cargas superficiais positivas da quitosana e a sua capacidade de
interagao eletrostatica com proteinas podem contribuir para a estabilizacao estrutural
da albumina, reduzindo sua desnaturagao sob condigdes de estresse térmico (Kumar
et al., 2004; Kean; Thanou, 2010). Por isso, o ensaio foi otimizado para evitar artefatos
(BSA 0,5% e 70 °C/5 min), mantendo a absorbancia < 1 e minimizando a precipitacéo
decorrente da interacdo quitosana-albumina. Assim, a confiabilidade foi refor¢cada pela
avaliacdo das nanoparticulas vazias pareadas (NB1 e NB3), permitindo atribuir o
aumento da porcentagem de inibigdo exclusivamente a quercetina quando a

nanoparticula carregada supera a vazia na mesma dose.
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A amostra NQ3 apresentou aumento significativo da % de inibicdo em relagao
a NB3 apenas a 50 uyg/mL (***p < 0,001) evidenciando o efeito da quercetina,
comparavel ao efeito do diclofenaco na mesma dose, enquanto NQ1 nao diferiu de
NB1 nas doses testadas. Dessa forma, os resultados sugerem que a matriz polimérica
pode exercer um efeito parcial na inibicdo da desnaturagao proteica. Além disso, a
formulacédo NQ3 apresentou efeito dose-dependente, com porcentagens crescentes
de inibicdo em 10 < 25 < 50 pg/mL, com diferenca estatistica significativa entre elas
(**p < 0,01). Quando comparamos as formulagées NQ1 e NQ3, ambas apresentaram
inibicdo semelhante entre si nas doses de 10 e 25 ug/mL e n&o diferiram em relag&o
as nanoparticulas vazias. Essas observagdes podem estar relacionadas a baixa
dosagem ou ao prolongamento da liberagdo da quercetina a partir das nanoparticulas,
conforme demonstrado no estudo de liberacao in vitro, no qual o farmaco encontra-se
encapsulado nessas nanoparticulas.

A maior atividade anti-inflamatéria observada nas formulagbes contendo
quercetina pode ser atribuida as propriedades intrinsecas desse flavonoide,
amplamente descrito na literatura por sua acdo antioxidante e anti-inflamatéria. A
quercetina é capaz de inibir mediadores inflamatérios, como prostaglandinas e
citocinas pro-inflamatdrias, além de reduzir a desnaturacédo proteica induzida pelo
estresse térmico (Boots et al., 2008; Li et al., 2016). Resultados semelhantes foram
reportados por Pandiyan et al. (2022), que demonstraram maior capacidade de inibir
a desnaturacao proteica por compostos fendlicos, reforcando o papel desses
compostos na estabilizacao estrutural de proteinas sob condi¢cdes de estresse. Além
disso, sistemas nanoestruturados contendo compostos bioativos tém demonstrado
melhora na eficacia terapéutica, devido a protegao contra degradagédo e ao aumento
da biodisponibilidade (Kumar et al., 2016).

Adicionalmente, o aumento da atividade anti-inflamatoria com o aumento da
concentragdo sugere um comportamento de dose-dependéncia, caracteristica
comumente observada em compostos bioativos. Nesse contexto, a auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre algumas formulagées contendo
quercetina (NQ) e suas respectivas nanoparticulas brancas (NB) pode estar associada
a menor concentragcdo de quercetina, possivelmente insuficiente para promover um
efeito anti-inflamatério mensuravel nas condigbes experimentais avaliadas. Esse
comportamento esta de acordo com estudos que demonstram que os efeitos

biolégicos de flavonoides, como a quercetina, sdo fortemente dependentes da
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concentragéo, sendo mais pronunciados em concentragdes mais elevadas (Li et al.,
2016; Comalada et al., 2005).

O diclofenaco, utilizado como controle positivo, apresentou os maiores valores
de inibicdo, conforme esperado, em virtude de seu mecanismo de acgdo, bem
estabelecido, que é a inibicdo da ciclooxigenase (COX). Contudo, € importante
destacar que a formulagdo NQ3 apresentou % de inibicdo semelhante a do
diclofenaco nas trés concentracdes avaliadas, sem diferenca estatisticamente
significativa (p > 0,05) entre elas, indicando atividade correspondente.

Apesar dos resultados promissores, algumas limitagbes devem ser
consideradas. O ensaio de inibicdo da desnaturacao proteica constitui um modelo in
vitro simplificado, que n&o reproduz integralmente a complexidade dos processos
inflamataorios in vivo (Mizushima; Kobayashi, 1968; Umapathy et al., 2010). Além disso,
a possivel interferéncia das nanoparticulas nas leituras espectrofotométricas, devido
a turbidez ou dispersao da luz, pode influenciar os valores de absorbancia obtidos
(Singh; Lillard, 2009). Adicionalmente, a auséncia de diferenca estatistica significativa
em algumas formulagdes pode estar relacionada a concentragdo de quercetina
empregada ou a liberacdo lenta proveniente do controle da liberacdo das
nanoparticulas, que possivelmente ¢é insuficiente para promover um efeito detectavel
nas condicbes experimentais avaliadas, uma vez que os efeitos biolégicos de
flavonoides sdo dependentes da dose (Li et al.,, 2016). Dessa forma, estudos
complementares, incluindo modelos celulares e in vivo, sdo necessarios para elucidar
melhor o potencial terapéutico das formulagdes desenvolvidas.

Em conjunto, os resultados indicam que a incorporagdo da quercetina nas
nanoparticulas potencializa a atividade anti-inflamatéria do sistema, sugerindo que
essas formulagdes representam uma estratégia promissora para a liberagao
controlada de compostos bioativos no tratamento de processos inflamatérios, como a

colite ulcerativa.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram desenvolvidas e caracterizadas nanoparticulas
poliméricas de quitosana revestidas com Eudragit® S-100 contendo quercetina, com
o objetivo de propor um sistema de liberagdo modificada por via oral para o tratamento
da colite ulcerativa. As formulagdes foram obtidas com sucesso pelo método de
gelificagdo  ionotropica, apresentando aspecto  homogéneo, morfologia
predominantemente esférica e tamanho manométrico, homogeneidade de tamanho e
alto potencial zeta, indicando a adequada estabilidade coloidal dos sistemas
desenvolvidos para a aplicagdo pretendida. Além disso, as nanoparticulas
apresentaram estabilidade quando armazenadas em geladeira por até 90 dias.

A eficiéncia de incorporacdo da quercetina foi elevada em todas as
formulagdes, demonstrando a eficiéncia da técnica de gelificagcdo ionotrdpica e a
capacidade da matriz de quitosana em incorporar compostos lipofilicos. A analise por
DRX demonstrou a predominancia de uma estrutura amorfa nas nanoparticulas,
especialmente para a formulacdo NQ3, sugerindo que a quercetina encontra-se
dispersa na matriz polimérica em estado amorfo ou molecularmente distribuido. De
modo geral, a amorfizagdo da quercetina apos a encapsulagao pode contribuir para o
aumento de sua solubilidade e melhoria da biodisponibilidade.

O ensaio de mucoadesividade evidenciou interacdo significativa entre as
nanoparticulas e a mucina, com significativas variagdes nos parametros fisico-
quimicos apos incubagdo, incluindo aumento no tamanho de particula, indice de
polidispersdo e alteragdes no potencial zeta. A concentragdo de TPP parece ter
impactado na capacidade mucoadesiva das nanoparticulas, uma vez que a
formulagao com menor reticulagdo mostrou maior interagdo com a mucina, o que pode
ser atribuido a menor densidade de reticulagéo e, consequentemente, menor rigidez
estrutural.

A associagdo da quitosana com o revestimento entérico Eudragit® S-100
confere ao sistema potencial para protecdo do farmaco em meio acido e liberagao
direcionada em pH colénico, com perfil sustentado pela combinacao entre difusdo do
farmaco e relaxamento das cadeiras poliméricas, reforcando sua aplicabilidade como

sistema de liberagao oral célon-especifica.
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Os resultados do ensaio de inibicdo da desnaturagao proteica sugerem que a
incorporacao da quercetina nas nanoparticulas esta associada a atividade anti-
inflamatéria do sistema, com destaque para a formulacido NQ3, que apresentou efeito
significativo e dose-dependente, comparavel ao diclofenaco na maior concentragao
avaliada. A auséncia de diferenga significativa em concentragées mais baixas e na
formulacao NQ1 sugere influéncia da dose e da liberagao controlada do farmaco no
desempenho biolégico. Em conjunto, esses achados reforcgam o potencial das
nanoparticulas desenvolvidas como sistemas promissores para a liberagao controlada
de quercetina no tratamento de processos inflamatoérios, como a colite ulcerativa,
ainda que estudos complementares sejam necessarios para sua confirmagao em
modelos bioldgicos mais complexos.

Dessa forma, as nanoparticulas de quitosana e Eudragit® S100 contendo
quercetina podem ser consideradas como uma estratégia para o tratamento da colite
ulcerativa, podendo contribuir para o aumento da biodisponibilidade do farmaco,
reducdo de efeitos sistémicos e modulagdo da agao anti-inflamatéria no local de

inflamacao.
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