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Sumario: O uso de biopolimeros naturais, como os polissacarideos, no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo controlada tem crescido devido a caracteristicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. A quitosana € um exemplo de
polissacarideo bastante utilizado em decorréncia a sua capacidade de proporcionar
bioadesdo e gastroresisténcia aos sistemas microparticulados com estrutura nucleo-coroa
revestido por este polissacarideo apresentando caracteristicas atrativas para o
desenvolvimento de sistemas para a administracdo por via oral. Assim, este trabalho
descreve a preparacdo de microparticulas de PLGA revestidas com quitosana (CS/PLGA),
a caracterizacdo e avaliacdo da bioadesdo in vivo. As microparticulas foram preparadas a
técnica de emulsificagdo agua-Oleo-agua seguida por evaporacdo do solvente com
posterior adsorcdo da quitosana. Microparticulas fluorescentes foram preparadas seguindo-
se a mesma metodologia descrita utilizando a Rodamina como marcador fluorescente.
Apdbs preparacdo, as microparticulas foram caracterizadas avaliando-se o tamanho de
particula, a carga da superficie bem como a quantidade de rodamina encapsulada.
Finalmente a bioadesé&o foi avaliada in vivo utilizando ratos Wistar. Microsferas de PLGA
revestidas por quitosana foram obtidas apresentando tamanho médio em torno de 2.0 um
com carga positiva. As Microesferas CS/PLGA 1:1 apresentaram maior percentual de
bioadesdo na porg¢do final do intestino e ceco mesmo 8 h ap6s a administragdo da dose.
Ademais, observou-se um tropismo dessas microesferas para a area do estdbmago e
duodeno. Todos os achados sugerem que as microesferas revestidas por quitosana
preparadas apresentam uma potencial utilizagdo como sistemas de liberacdo controlada por
via oral.
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INTRODUCAO
O interesse no uso de biopolimeros naturais e em especial, polissacarideos, para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada tem crescido devido, por exemplo, a
caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (Acharya
et al., 2010). Dentre os varios polissacarideos utilizados, a quitosana é um polissacarideo
linear constituido por residuos de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina, obtida a partir
da quitina ou presente naturalmente na parede celular de alguns fungos. Por apresentar
propriedade mucoadesiva, a quitosana desperta interesse como molécula de revestimento
para sistemas microparticulados (Chakravarthi et al., 2011) principalmente aqueles
destinados a administracdo por via oral. Assim, considerando as propriedades relativas a
bioadesdo da quitosana além da sua gastroresisténcia, os sistemas microparticulados com
estrutura nucleo-coroa revestido por este polissacarideo apresentam caracteristicas atrativas
para o desenvolvimento de sistemas para a administracdo por via oral (Semete et al., 2010;
Chakravarthi et al., 2011). Dessa forma, a administracdo oral de farmacos encapsulados em
micro ou nanoparticulas resistente ao ambiente gastrointestinal e transportado através de
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células do epitélio intestinal podem representar uma ferramenta eficaz para melhorar a
biodisponibilidade oral de varios compostos bioativos.
MATERIAIS E METODOS

Para preparacdo das microparticulas de PLGA foi utilizada a técnica de
emulsificacdo agua-6leo-agua (a/o/a), seguida por evaporacdo do solvente descrito por
Ribeiro-Costa et al., 2004. Em seguida, as microesferas de PLGA revestidas por quitosana
(CS) foram preparadas pelo meétodo de adsorcdo utilizando microesfera pré-formada
(Chakravarthi et al., 2011). Microparticulas fluorescentes foram preparadas seguindo-se a
mesma metodologia descrita utilizando a Rodamina como marcador fuorescente. Apos
preparacdo, as microparticulas foram caracterizadas avaliando-se o tamanho de particula, a
carga da superficie bem como a quantidade de rodamina encapsulada. O tamanho foi
avaliado através da técnica de difragdo a laser utilizando um analisador de tamanho de
particula (Microtrac® S3500, USA). Por outro lado, a carga de superficie determinada
através da mobilidade eletroforética (WE) medida utilizando um Nano-ZS90 Zetasizer
(Malvern, UK) a 25 °C. Finalmente, a quantidade de rodamina nas microesferas foi
determinada por espectrofluorescéncia com comprimento de excitacdo de Aex 540 nm e
comprimento de emissdo de Aem 580 nm, utilizando uma curva padrdo da rodamina em
metanol com concentragdes variando de 0,2 a 0,9 pug/ml. Os experimentos foram realizados
em triplicata. O contetdo da rodamina foi entdo usado para calcular a eficiéncia de
encapsulacao nas microesperas de acordo com EE (%) =
[Rodaminagyantificadal/[ROdaminacesrica] * 100. Os resultados foram apresentados como valor
médio e o desvio padrdo de dez corridas analisadas. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. Os estudos de bioadesdo in vivo foram realizados de acordo com o método
descrito por Yoncheva et al., 2007, em conformidade com os regulamentos da Comisséo de
Etica no uso de animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (n° 23076.03189/2014-44). Ratos Wistar machos (225 g) foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos que receberam solucdo salina, microparticulas de PLGA,
microparticulas CS:PLGA 0,3:1 e microparticulas CS:PLGA 1:1. Microesferas
fluorescente revestidas ou ndao com quitosana (10 mg), dispersas em &gua, foram
administradas oralmente por gavagem e em tempos pré-determinados (0,5, 1, 3 e 8 h) ap6s
administracdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, a
cavidade abdominal foi aberta e o0 estdmago, intestino e ceco foram removidos. Os tecidos
foram digeridos com NaOH (1M), centrifugados e, em seguida, a fluorescéncia obtida no
sobrenadante do material foi avaliada por espectrofluorimetria usando comprimento de
excitacdo de Aex 540 nm e comprimento de emissdo de Aem 580 Nm

RESULTADOS
Os resultados referentes a preparacdo e caracterizacdo das microparticulas
preparadas estdo contidas na tabela 1.
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CS/PLGA-MS Tamanho de Particula Potential Zeta

(wiw) (mV)
dv (um) Span
0:1 6.14 2.38 -9.33+0.10
0.3:1 6.98 2.84 -6.14 £ 0.35
0.6:1 5.35 2.51 10.00 £ 0.70
1:1 6.33 2.00 15.00 £ 1.22

Tabela 1. Composic¢do, tamanho de Particula e Potencial Zeta das CS/IPLGA-MS.
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Figura 1. Percentual de bioadesdo das microesferas aderidas ao trato gastrointestinal de
ratos apOs a administracdo oral de dose Unica de 10 mg de microesferas contendo
rodamina. (a) Microesferas de PLGA; (b) Microesferas de CS/PLGA 0,3:1 e (c)
Microesferas de CS/PLGA 1:1. O eixo x representa os diferentes segmentos do intestino
(estbmago: Sto; Porgbes do intestino: 11, 12, 13, 14; Ceco: Ce]; eixo y representa o
percentual de bioadesdo (%); eixo z representa o tempo pos-administracéo.

DISCUSSAO

Microsferas de PLGA revestidas por quitosana foram obtidas e o tamanho de
particula ndo aumentaram de modo significativo apo6s adsorcdo (1,9 £ 0,2 um) ou
conjugacédo (2,2 £ 0,4 um) seguindo relatos descritos na literatura (Lubben et al., 2001).
Em relacdo a carga da superficie, estes resultados indicaram o revestimento de quitosana
nas microesferas de PLGA, sugerindo a formacdo de microesferas ndcleo-coroa. A carga
positiva das microesferas de PLGA revestidas por quitosana é devido a presenca de grupos
amino livres das moléculas de quitosana, enquanto a carga de superficie negativa de
microesferas de PLGA é associado com 0s grupos carboxilicos do poliéster na superficie
das microesferas (Manca et al., 2008). O perfil de bioadesdo das PLGA-MS, 30 min apdés a
administracdo, mostra um alto percentual de microesferas no trato gastrointestinal,
principalmente no estdmago e intestino delgado. Apds 1 h, observa-se que as microesferas
seguem o fluxo do transito gastrointestinal, exibindo pouca quantidade naquelas regides.
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Chakravarthi et al, 2010 relatou que microparticulas de PLGA aderem ao muco da
membrana das células, podendo ser otimizado quando o sistema apresenta um revestimento
de outro polimero mucoadesivo. CS/IPLGA-MS 0,3:1 quando avaliadas, exibiram maior
bioadeséo nas porcoes iniciais nos tempos de 30min e 1h, 60%, na terceira avalia¢do as 3h
esse percentual se reduz a 8%, contudo houve um aumento da concentracdo de
microparticulas nas porgdes distais, em torno de 70%, se mantendo até as 8h pds
administracdo. Nesse aspecto, CS/PLGA-MS 1:1 apresentou um perfil de bioadesdo
semelhante a CS/PLGA-MS 0,3:1 quando avaliada ap6s 30 min e 1 h apds a administracéo,
porém apesar dessa concentracdo diminuir com o passar do tempo ainda permanece uma
fracdo de 17% de microparticulas nas porcdes inicias do trato gastrointestinal, e somando a
isso passado 8h apo6s a administracdo da dose observa-se 0 maximo de microesferas de
CS/PLGA-MS 1:1 na porc¢do distal do jejuno e ileo e na regido do ceco. Desse modo,
sugere-se que o revestimento dos sistemas microparticulados por quitosana acentua o
processo de bioadesdo & mucosa do trato gastrointestinal. 1sso ocorre devido a presenca de
grupos amino primarios na estrutura da quitosana conferindo carga positiva a mesma.
Considerando que a mucosa intestinal é caracteristicamente negativa, a interacdo com a
quitosana favorece a propriedade de mucoadesividade e 0 aumento do tempo de associacédo
com ela (Kumar, 2000; Hejazi et al., 2003; Manca et al., 2008; Chakravarthi et al., 2011).

CONCLUSOES
Microsferas de quitosana PLGA (CS/PLGA) foram desenvolvidas e caracterizadas.
As Microesferas CS/PLGA 1:1 apresentaram maior percentual de bioadesdo na porgéo
final do intestino e ceco mesmo 8 h ap6s a administracdo da dose. Ademais, observou-se
um tropismo dessas microesferas para a area do estdbmago e duodeno. Todos os achados
sugerem que as microesferas revestidas por quitosana desenvolvidas apresentam uma
potencial utilizacdo como sistemas de libera¢do controlada por via oral.
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