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Abstract: MEQs (chitosan microspheres) were
injected (i.m.) in mice and its toxicity was avaliated.
It was observed an increase of creatine kinase (CK)
activity in the serum of animals treated with cross-
linked MEQs, confirmin the histophaologycal
results, which demonstrate a greater inflamatory
infiltrate and the muscle fibers. Cross-linked MEQs
with I-glyceraldehyde (GAL) and with no cross-link
(SR) shown maximal edematogenic activity after
24hs of the injection. Though, the sodium
triphosphate (TPP) and GAL cross-linked MEQs
have a promising future as a drug carrier and for the
intramuscularly controlled drug liberation.
Keywords: Chitosan, controlled delivery system

Introducao

Sistemas de liberagdo controlada oferecem um
caminho alternativo para regular a duragdo e localizagdo
especifica de agentes terapéuticos. A veiculagdo de
medicamentos em micro ou nanoesferas aperfeigoa a
capacidade de acdo do farmaco de escolha, diminui os
efeitos adversos e melhora sua eficicia. A
microencapsulagdo de macromoléculas faz com que o
farmaco chegue intacto em seu sitio especifico de
absorcdo, prolongando seu tempo de residéncia[l]. Um
polimero que mostra grande versatilidade para a
encapsulacdo de farmacos ¢ a quitosana[2,3]. Por causa
de sua carga positiva em pH fisiologico a quitosana ¢
bioadesiva, o que aumenta sua retengdo no local de
aplicagio. E um polissacarideo biocompativel e
biodegradavel soluvel apenas em meio aquoso de baixo
pH com baixa toxicidade[4,5].A reticulagio ¢ o
processo pelo qual agentes quimicos interligam as
cadeias poliméricas de quitosana para a formacdo de
uma estrutura tridimensional. E esta interligacdo pode
ser por meio de ligacdes covalentes irreversiveis ou
interacdes i0nicas reversiveis[4,6].

O presente trabalho teve como objetivo a
avaliagdo da toxicidade das MEQs SR obtidas pela
técnica de spray drying e reticuladas com TPP e GAL,
na administragdo intramuscular de concentragdes
crescentes das micropaticulas inertes (sem farmaco).

Materiais e Métodos

Animais — Camundongos Swiss machos (22-25g),
provenientes do Biotério Central do Campus da
Universidade Estadual de Londrina e aprovado pelo
Comité de Etica da UEL.

Preparacido das MEQs por spray drying — Foi
utilizada quitosana purificada, MM 455.000 Da, grau de
desacetilacao 74,8%, Cyrbe®. A viscosidade da solucdo
de quitosana foi medida a 25,0 = 0,1°C usando um
viscosimetro de Brookfield DVII-L.

Reticulacio das MEQs com GAL - de acordo
com [7].

Reticulacio das MEQs com TPP — Adicionou-se
100 ml de solugdo de TPP 1,0% em 500 mL de solugéo
de quitosana 2,5 %. Posteriormente, deixou-se a mistura
no agitador por 1 hora. Em seguida, a solu¢do foi seca
no spray drying.

Reticulacio das MEQs com TPP — Morfologia:
Microscopia eletronica de varredura com um
microscopio JEOL JSM5200.

Analise granulométrica — Foi utilizado o método
de difracdo a laser em aparelho Malvern Mastersizer/E
(Malvern Instruments, Inglaterra).

Carga Superficial (Pontencial Zeta) — Foi
determinada segunda metodologia descrita em [§].
Atividade Edematogénica — Os camundongos

receberdo inje¢do subcutinea na regido subplantar da
pata de solug¢do PBS (pH 7,2). O edema foi medido com
auxilio de um paquimetro de baixa pressdo 0,01mm
(Mytutoyo, Japdo, Caliper-Kroeplin) e expresso em
percentagem de edema induzido [9].

Atividade Miotoxica — As MEQs reticuladas com
TPP, GAL e SR diluidas em PBS foram injetadas i.m.
no gastrocnémius de uma das patas traseiras dos
camundongos. Apds trés horas da injegdo o sangue foi
coletado da cauda, em capilares e imediatamente
centrifugado e a atividade creatina quinase (CK) foi
determinada (Oliver, 1963; Szasz, 1975).

Histopatologia — Os camundongos receberam
injecdo i.m. de PBS, MEQs SR, MEQs reticuladas com
TPP ou com GAL. Os musculos foram retirados apos 6,
24 ¢ 72 hs e 1 semana da injecdo e processados para os
cortes histologicos.

Hematdécrito — Foi determinado de cada animal de
acordo com a tabela de porcentagem de hematdcrito.
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Tabela 1: Potencial Zeta e o didmetro das particulas de
quitosana SR e reticulada com TPP e GAL.

Microesferas Potencial 10% 50% 90%
Zeta Didmetro Didmetro Didmetro

(mV) (um) (um) (um)

SR +20,2+ 0,6 0,967 3,42 13,44

GAL +85+£22 0,601 7,337 16,52

TPP +172+0,9 1,032 3,990 9,180

Figura 3: Cortes histologicos de musculo gastrocnemius
de camundonggos tratados com A) PBS; ou 240ug/mL
de MEQs reticuladas com GAL em B) 6 horas; C) 24
horas; D) 72 horas; E) 1 semana; F) Detalhe das MEQs
no tecido (seta), células polimorficas (P) e musculo(M).
Aumento de 30x em (a), (b), (c), (d) e (¢) e 120x em (f).

Figura 1: Microscopia Eletronica de Varredura de . N .
MEQs; (A) SR, (B) reticuladas com GAL e (C) Tabela 2: Quantificagdo de CK do soro e hematocrito do

reticuladas com TPP, obtidas pela técnica de spray sangue de camundongos apos a inje¢do das MEQs SR,

dryer (aumento de 3000X). reticulada com TPP e GAL.
Amostra CK (U/L) Hematécrito (%)
PBS 131 455
SR (40pg) 186 455
SR (120pg) 156 44,5
SR (240pg) 139 45
GAL (40pg) 658" 47
GAL (120pg) 1678 48
GAL (240g) 1941° 46,5
TPP (40pg) 419° 45
TPP (120pg) 658" 47
TPP (240pg) 2377 51
*p<0,001
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Figura 2: Cortes histologicos de musculo gastrocnemius & 17 AN
de camundongos com A) PBS; 240ug/mL de MEQs-SR _gr vl NNy L
em B) 6horas; C) 24 horas; D) 72 horas; E) 1 semana; ] :: i ' o m i A
F) Detalhe das MEQs apos 1 semana da inoculagdo no i i e il
tecido (seta) e de fibras musculares intactas(ponta de 2] . e — —-EF‘_ -
seta) e células polimorficas (P). Aumento de 30x, (a), o T
(b), (c), (d) e (e) e 120x(¥). i . T et b e 1

Grafico 1: Avaliagdo de edema causado por MEQs
reticuladas e ndo-reticuladas inoculadas vai subplantar
em camundongos; *p<0,01 em relag@o ao controle.
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Resultados

As MEQs preparadas pela técnica de spray drying
apresentaram forma irregular, com a presenga de
algumas particulas esféricas, e superficie ndo totalmente
lisa, com grande nimero de rugosidades. A distribui¢do
granulométrica ¢ a andlise da carga superficial das
MEQs esta representado na tabela 1 e a figura 1 mostra
a presenga de grandes rachaduras ou rupturas
superficiais ¢ uma tendénica das MEQs reticuladas com
TPP em se agregarem, quando comparadas com as
microesferas ndo reticuladas e as reticuladas com GAL.

Os animais tratados com PBS i.m. apresentaram
fibras musculares organizadas e integras, sem infiltrado
inflamatorio e destruicdo do parénquima grau 0 (dado
ndo apresentado). Os animais tratados com MEQs nao
reticuladas nos tempos de 6, 24, 72 horas ¢ 1 semana na
concentragdo de 240pg/mL apresentaram as mesmas
caracteristicas de graus 2, 4, 1 e 2 (Figura 2).

Os tratamentos com MEQs reticuladas com TPP,
nos tempos de 6, 24, 72 horas e 1 semana (240ug/mL)
apresentou pardmetros semelhantes aos encontrados
anteriormente de graus 1, 4, 4 e 2, respectivamente
(dado ndo apresentado).

Os animais tratados com GAL nos tempos de 6, 24,
72 horas e 1 semana na concentragao final de 240pg/mL
apresentaram fibras musculares intactas e organizadas,
infiltrado polimérfico e destruigdo parcial de grau 2, 4,
3 e 3, respectivamente, com presenga de microesferas na
les@o até no tempo observado de 1 semana (Fig. 3).

Os animais tratados com MEQs SR na concentragio
de 240pg/mL apresentou o menor valor da CK, 139
U/L, conforme a Tabela 2. Os animais tratados com
injecdo i.m. de MEQs reticuladas e ndo reticuladas,
assim como os animais tratados com PBS ndo
apresentaram modificagdo significativa no hematodcrito
(Tabela 2). Nao houve atividade edematogénica
significativa quando os animais foram tratados com
MEQs reticuladas com TPP, sendo o edema apresentado
semelhante ao controle no tempo de 2 horas. As MEQs
SR apresentaram edema de pata significativo apenas
24hs ap6s a injecdo sub-plantar, resultado semelhante
quando do tratamento com a particula reticulada com
GAL (grafico 1).

Discussao

O método de spray driyng utilizado para a
preparacdo das MEQs mostra-se util para a fabricacdo
de microparticulas como sistemas de liberacdo
controlada para aplica¢do intramuscular em relacdo ao
tamanho das microparticulas e a esfericidade, porém
nesse trabalho estas caracteristicas ndo se assemelharam
a literatura. A reticulagdo das MEQs porduzidas por
spray driyng pode limitar a hidratacdo e a degradacdo
das MEQs, permitindo maior tempo de liberagdo do
farmaco. As MEQs SR apresentam uma rapida
degradac@o[10]. Os tratamentos realizados com as
MEQs mostraram biocompatibilidade com o tecido
muscular. Os reticulantes, apesar de desencadearem

resposta inflamatoria de maior duracdo quando
comparados com as da quitosana SR, apresentaram boa
biocompatibilidade tecidual, sem causar danos
irreparaveis ao tecido muscular.

As MEQs SR, nas 3 concentragdes avaliadas,
apresentaram lesdo muscular e infiltrado polimorfico até
as 24 horas apds o tratamento. Esta lesdo coincide com
o valor maximo de edema sub-plantar, o que demonstra
uma resposta inflamatoria de carater agudo. No entanto,
a lesdo desencadeada ndo se mostra intensa ao ponto de
ocasionar destrui¢do das fibras musculares locais, como
necrose tecidual. Isto ¢é reforcado pelo resultado
encontrado com a andlise da enzima CK, que ndo
apresentou aumento significativo, levando-se em conta
que a CK ¢é medida 3 horas apds a adminstragdo das
MEQs.

A resposta aguda que ¢ montada apods a inoculagdo
das MEQs SR ¢ reforcada pelo fato de o edema sub-
plantar ndo persistir até as 96 horas pos-tratamento, ¢ a
lesdo muscular local regredir com o aumento do tempo
ap6s a inoculagdo, ndo havendo mais particulas no
tempo de 72 horas. Também, pelo fato de ter ocorrido
presenca de infiltrado inflamatorio até 1 semana apés a
inje¢do, apesar de brando, a presenga de particulas neste
periodo refor¢a a manutengdo do processo inflamatorio.

O desenvolvimento da resposta inflamatoria
influéncia na velocidade de liberacdo do farmaco, assim
como, na velocidade de degradagdo das MEQs, pois
ambas sdo influenciadas pelo pH. O local onde ocorre
uma resposta inflamatoria tende a sofrer diminuigdo do
pH local, o que favorece a degradacdo das MEQs e
conseqiiente aumento na velocidade de liberacdo do
farmaco. A comparagdo dos resultados obtidos
demonstra que as MEQs reticuladas com GAL
permanecem no tecido por mais tempo, seguida pelas
MEQs reticuladas com TPP e, por ttlimo, as MEQs SR.

Conclusao

A busca por vias seguras para a administragdo de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos vem
aumentando na atualidade. Assim como, a busca por
métodos de avaliagdio que venham assegurar a
biocompatibilidade e seguranga do dispositivo utilizado.

No presente trabalho, a avaliagdo da utilizagdo de
MEQs reticuladas ¢ SR como sistemas de liberacdo
controlada de farmacos pela via intramuscular mostrou
que essas microparticulas s3o biocompativeis. As
respostas  inflamatorias desencadeadas no tecido
muscular por ambas as MEQs teve seu pico maximo nas
24 horas apds a administragdo, caminhando para a
estabilizacdo e regresso do processo inflamatdrio nos
tempos seguintes.

O processo inflamatério ndo se mostrou agressivo ao
ponto de ocasionar lesdes como, necrose, tumorigénese,
ou outro tipo de dano mais grave. Os dados obtidos com
o edema sub-plantar e a creatina quinase estdo de
acordo com o encontrado na analise histologica, ¢ a
analise do hematdcrito ficou dentro da normalidade, o
que aponta para a ndo ocorréncia de danos sistémicos.
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Entretanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar
a ocorréncia de acimulo de MEQs nos drgdos vitais,
assim como, a avaliacdo da administracio das MEQs
por outras vias, como a subcutinea. Também, fazer
testes in vitro para complementar os dados encontrados.
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