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RESUMO

As ulceras de pele constituem uma complicagdo de diversas doengas como
diabetes, trombose venosa profunda, anemia falciforme, entre outras, € apresentam um
elevado indice de incidéncia. O tratamento topico de tlceras e outras feridas da pele é
amplamente utilizado por ndo ser invasivo e permitir que os medicamentos absorvidos
possam atuar na auséncia de metabolizagdo hepatica. O uso de nanoparticulas
biocompativeis ¢ biodegradaveis como carreadores permite uma absor¢ao adequada dos
farmacos através da pele, ou a manutengdo do farmaco no local de aplicagdo. O objetivo
deste estudo foi a preparagdo de uma formulagdo farmacéutica nanoestruturada para a
administracdo topica de enoxaparina encapsulada em um sistema de liberagdo
sustentada, recoberto com quitosana, visando o potencial bioldgico deste farmaco na
cicatrizacdo de ulceras cutineas de ratos. Para isto foi padronizado um modelo de
ulceras em ratos, que se mostrou reprodutivel e adequado para a experimentagdo. As
nanoparticulas foram preparadas pelo método de dupla emulsdo e evaporacdo de
solvente. As particulas foram caracterizadas por técnicas microscopicas quanto a
morfologia, por espectroscopia de correlagdo de fétons quanto ao tamanho e a
polidispersidade, e potencial Zeta. A eficacia e efeitos téxicos da formulacdo
nanoestruturada aplicada topicamente em modelo de ulcera de pele em animais normais
e diabéticos sobre a cicatrizagdo foi avaliada por meio de analise macroscdpica ¢
microscopica (hematoxilina-eosina, imunoistoquimica), dosagem de marcadores de
estresse oxidativo plasmatico e tecidual, hemograma completo, perfis hepatico e renal, e
atividade anti-Xa. Por meio desse método foram produzidas nanoparticulas com
diametro médio de 493 nm, com indice de polidispersidade médio de 0,362 e com carga
superficial positiva ( = + 23 mV), com uma eficiéncia de encapsulacdo de 98% e
estabilidade de 90 dias. As nanoparticulas com e sem enoxaparina ndo apresentaram
toxicidade in vitro quando testadas em células 3T3 (fibroblastos), e nos testes in vivo
evidenciaram uma melhora da cicatrizagdo. Nestes testes, a enoxaparina auxiliou na
diminui¢do do tamanho da ferida, porém, houve um aumento na concentracdo dos
marcadores de estresse oxidativo, e nao houve alteracdo na atividade da catalase
(antioxidante). A quitosana, conforme demonstrado em outros estudos, contribuiu para
0 processo cicatricial, apresentando os melhores resultados na cicatrizagdo em
comparag@o aos outros tratamentos deste estudo. O uso de enoxaparina em conjunto

com a quitosana ndo mostrou um efeito sinérgico ou aditivo, porém apresentou um

XXV



efeito intermediario na cicatrizagdo de tlceras de pele quando comparada a enoxaparina
livre e nanoparticulas vazias (melhor tratamento). Com esses resultados, o uso de
nanoparticulas com enoxaparina ou outro firmaco, recobertas de quitosana, deve ser
comparado a tratamentos convencionais de feridas, podendo se constituir numa

alternativa promissora para auxiliar no processo de cicatrizagao.
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ABSTRACT

Skin ulcers are a complication of many diseases such as diabetes, deep vein
thrombosis, sickle cell anemia, and others, and have a high incidence rate. Topical
treatment of ulcers and other skin wounds is widely used because it is not invasive and
enables the absorbed drugs to act in the absence of hepatic metabolism. The use of
biocompatible and biodegradable nanoparticles as carriers enable adequate absorption
of drugs through the skin or maintaining the drug in the application site. The objective
of this study was to prepare a nanostructured pharmaceutical formulation for topical
administration of enoxaparin encapsulated in a sustained release system, coated with
chitosan, targeting the biological potential of this drug in wound healing in rats skin
ulcers. For this purpose a reproducible model of wounds in rats, suitable for
experimentation, was standardized. The nanoparticles were prepared using the method
of double emulsion and solvent evaporation. The particles were characterized by
microscopic techniques on the morphology, by photon correlation spectroscopy in size
and polydispersity, and Zeta potential. The efficacy and toxicity of the nanostructured
formulation topically applied to the skin ulcer model in normal and diabetic animals
was evaluated by macroscopic and microscopic examination (hematoxylin and eosin,
immunohistochemistry), serum markers of oxidative stress in plasma and tissue,
complete blood count, hepatic and renal profiles, and anti-Xa activity. Using this
method were produced nanoparticles with 493 nm average diameter, average
polydispersity index 0.362 with positive surface charge (0 = + 23 mV), with an
encapsulation efficiency of 98% and stability of 90 days. Nanoparticles with and
without enoxaparin showed no toxicity when tested in vitro 3T3 cells (fibroblasts) and
in vivo tests showed improved healing. In these tests, enoxaparin helped decrease the
size of the wound, as compared to natural healing, but there was an increase in the
concentration of oxidative stress markers, and no change in the activity of catalase
(antioxidant). Chitosan, in accordance to other studies, contributed to the healing
process, presenting the best healing results when compared to other treatments in this
study. The use of enoxaparin and chitosan showed no synergistic or additive effect but
showed an intermediary effect on the healing of skin ulcers, when compared to free
enoxaparin and empty nanoparticles (best treatment). These results suggest that the use

of nanoparticles with enoxaparin or other drug coated by chitosan, should be compared
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to the conventional treatments of wounds and could constitute a promising alternative to

help in the healing process.
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1-INTRODUCAO




1.1. A pele humana

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, revestindo e delimitando o organismo,
protegendo-o ¢ interagindo com o meio exterior, correspondendo a 15% do peso
corporal do homem (Azulay et al., 2008; Foldari, 2000).

A pele ¢ composta basicamente por trés camadas interdependentes: epiderme,
mais externa, derme, intermediaria e hipoderme, mais profunda (figura 1), formando
uma complexa barreira em conseqiiéncia da sua estrutura anatdmica € composicao

quimica (Azulay et al., 2008; Guterres et al., 2007).

Ducto da glandula

Derme sudoripara écrina

reticular Glandula
sebéacea

Glandula
_apécn‘na

‘_ ; « ;*
e € e
P: Protuberéncia folicular ou bulge
PF: Papila folicular

Figura 1: Representacdo dos componentes da pele (Azulay et al., 2008).

A epiderme é constituida por: sistema ceratinocitico, onde estdo presentes os
queratindcitos, que sdo responsaveis pelo corpo da epiderme e de seus anexos (pelos,
unhas e glandulas); sistema melanico, constituido por melanocitos; células de

Langerhans, com func¢do imunolodgica; células de Merkel, integradas ao sistema
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nervoso, e células dendriticas indeterminadas, com fun¢do mal definida. Em relacdo ao
sistema ceratinocitico, ¢ importante mencionar que apresenta quatro camadas. A camada
basal, a mais profunda, fornece células que posteriormente vao sofrendo modificagdes a
medida que vao ascendendo em dire¢do a superficie da pele. A proxima camada ¢ a
camada espinhosa ou de Malpighi. Essas células fornecidas passam um breve estagio
onde apresentam o citoplasma mais basofilico e granuloso, formando assim a camada
granulosa. E por fim, estas células transformam-se em anucleadas e planas, chamadas
de cornedcitos formando assim a camada cornea. Estas células s@o aciddfilas e as mais
largas do organismo, permitindo sua descamag¢ao e mobilidade sem provocar danos ao
tecido. Além da prote¢do mecanica, a camada cOrnea previne o transito de agua e
substancias solaveis, mantendo a homeostasia do individuo frente ao ambiente.

Em regides palmoplantares, pode-se observar a camada ltcida, localizada antes da
transformacgdo da camada granulosa em cornea. Esta camada é homogénea e apresenta
células achatadas e anucleadas, que ndo se coram pelos métodos de rotina (Azulay et
al., 2008).

Os queratinocitos participam ativamente de processos inflamatorios e
imunolégicos como células-alvo (ex.: psoriase, lapus eritematoso), ou secretando
citocinas e outros mediadores, além de sua fun¢@o estrutural, ja descrita (Azulay et al.,
2008).

A derme ¢ uma camada de tecido conjuntivo, onde estdo presentes vasos
sanguineos, linfaticos, terminag¢des nervosas e anexos epidérmicos. Os capilares
dérmicos suprem os foliculos dos pélos bem como as glandulas sudoriparas e sebaceas,
e se conectam a circulagdo sistémica, enquanto que os vasos do sistema linfatico ajudam
a drenar o excesso de fluido extracelular e antigenos. Sua elasticidade ¢é atribuida as

fibras protéicas, incluindo o coldgeno e elastina imersos em glicosaminoglicanos (acido
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hialuronico, dermatan sulfato). Fibroblastos, macrofagos/histiocitos, células dendriticas
e mastocitos sdo suas células residentes, enquanto linfocitos, plasmoécitos e outros
elementos celulares do sangue sdo encontrados em numero variavel e de forma
transitdria (Foldari, 2000; Azulay ef al., 2008).

A hipoderme ou paniculo adiposo é a camada mais profunda da pele, e é formada
por 16bulos de lipocitos delimitados por septos de colageno com vasos sanguineos,
linfaticos e nervos. Os adipocitos sdo arredondados e grandes, contendo em seu
citoplasma uma grande quantidade de lipideos.

O uso de farmacos por via topica ¢ muito atrativo, pois além do tratamento de
doengas cutaneas, ndo ¢é invasivo, e permite que medicamentos absorvidos possam atuar
na auséncia de metabolizagdo hepatica (Prausnitz et al., 2004). Por este motivo, a via de

administragdo topica tem sido muito investigada.

1.2. Administra¢ao topica de medicamentos

A administragdo topica de medicamentos ¢ controlada por propriedades
anatoémicas da pele (ex. tipo de pele e atual condigdo), caracteristicas dos farmacos (ex.
lipofilicidade) e as caracteristicas da formulagdo (ex. tamanho da particula). Existem
basicamente 2 formas de permeacdo dos farmacos no estrato coOrneo: a rota
transepidérmica e a rota via poros. A figura 2 ilustra estas duas formas de permeagao

(Trommer e Neubert, 2000).

Transepidérmica Via poros

intercelular transcefular  transglandular transfolicular

cornedcitos

glandula

Figura 2: Rotas para a penetracdo cutinea de compostos (adaptado de Lippold 1984).
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A permeacdo passiva de farmacos pela pele ocorre predominantemente pela rota
intercelular e envolve a difus@o de moléculas através da matriz lipidica existente entre
0s corneocitos. As rotas transglandular e transfolicular também contribuem para a
penetracdo cutanea, normalmente em pequena porcentagem, com apenas 0,1% da
permeacao total, devido a sua pequena extensdo, sendo insignificante para a maioria das
formulagdes topicas. No entanto, quando sdo utilizadas formulagdes micro e
nanoparticuladas, estas rotas podem desempenhar importante papel (Alvarez-Roman et
al., 2004). As glandulas sebaceas sao mais permeaveis que os corneodcitos e os farmacos
podem alcangar a derme através do foliculo, passando pela glandula sebacea, ou
penetrando no epitélio pela bainha folicular (Barry, 2001).

No estudo feito por Alvarez-Roman et al (2004) sobre a penetragdo de
nanoparticulas poliméricas em pele de porco, foi demonstrado através de microscopia
confocal de varredura a laser, que a localizagdo das nanoparticulas é dependente do
tamanho. As nanoparticulas de menor diametro, em torno de 20 nm, ficaram
acumuladas nas regides foliculares, enquanto as nanoparticulas maiores, em torno de
200 nm, foram encontradas nos “sulcos” da pele, e ndo houve evidéncia de absor¢do

longe das regides foliculares.

1.3. Ulceras e Diabetes
As tlceras s3o definidas como o rompimento da estrutura anatdmica normal e a
perda da fun¢@o do tecido alterado. J&4 a cura das tlceras ¢ um dinamico e complexo
processo, que resulta em sua restauragdo anatdmica e funcional (Lazarus et al., 1994).
A cura das ulceras normalmente ocorre de uma maneira eficiente caracterizada por
quatro fases distintas: hemostasia, inflamagao, proliferacdo ¢ remodelamento. Na pele

normal, este processo de cura ¢ iniciado logo apés a injuria. Inicialmente, ocorre um
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breve periodo de vasoconstrigdo, seguido entdo de uma vasodilatagdo, acompanhada de
um aumento da permeabilidade capilar. Diante desta maior permeabilidade, os
componentes do sangue extravasam para o local da injuria, e as plaquetas ao entrar em
contato com os elementos da matriz extracelular liberam citocinas e fatores da
coagulagdo, caracterizando a fase de hemostasia, influenciando na infiltracdo de
leucocitos pela liberagdo de fatores quimiotaticos.

A inflamag2o inicial ocorre com a migragdo dos neutrofilos ao local da injuria
realizando a fagocitose de materiais estranhos, restos celulares e bactérias, sendo
caracterizado por eritema, edema e dor. Esta migracao cessa apos alguns dias, em torno
de 2-5 dias da injuria, se a ferida ndo estiver contaminada. Além do mais, os neutrofilos
agem como quimioatrativos para outras células que estdo envolvidas na fase
inflamatoria (MacKay e Miller, 2003). Aproximadamente 3 dias apds a injuria, os
macrofagos entram na area lesionada e continuam o processo de fagocitose em curso.

Os macréfagos apresentam varias fungdes incluindo a defesa do hospedeiro,
promocgao ¢ resolugdo da inflamagdo, remogao das células apoptoticas, suporte para a
proliferagdo celular (proxima fase da cicatriza¢do) e restauragdo do tecido apos a
injaria. Eles promovem a sintese de numerosos fatores de crescimento como: TGF-j,
TGF-a, FGF, PDGF e VEGF, os quais s2o responsaveis pela proliferagdo celular e a
sintese de moléculas da matriz extracelular (Reinke e Sorg, 2012).

Ja a fase proliferativa inicia-se com a migrac¢ao de fibroblastos e a deposicao de
uma nova matriz extracelular sob o controle de citocinas regulatorias como IFN-y e
TGF-B, com a secrecdo de varias substincias basicas necessarias para a cicatrizagio,
incluindo proteoglicanos, acido hialurénico e glicosaminoglicanos, principalmente o
colageno e fibronectina. Esta quantidade de coldgeno ¢ o que determina a forga de

tensdo da ulcera e representa a base para uma nova matriz de tecido conectivo para o
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fechamento e restauracdo mecanica da tlcera com a formagao do tecido de granulacdo
e restauracdo da vasculatura (Digelmann e Evans, 2004; Reinke e Sorg, 2012).

O tecido de granulagdo ¢ caracterizado por uma alta densidade de fibroblastos,
granuldcitos, macrofagos, capilares, e feixes de colageno frouxamente organizados,
devido a sua grande quantidade de componentes celulares ¢ chamado de tecido de
granulagdo. Também, como a angiogénese nao estd completamente finalizada ainda,
este tecido € altamente vascular, por isso bem avermelhado (Reinke e Sorg, 2012).

A angiogénese ¢ o termo utilizado para a formag¢do de novos vasos sanguineos a
partir de vasos pré-existentes, para reconectar a perfusdo nutritiva. E um processo que
envolve células endoteliais, fibroblastos, macréfagos e a matriz extracelular. Os
macrofagos produzem fatores de crescimento para estimular a angiogénese e a matriz
extracelular € um reservatdrio de fatores pro-angiogénicos que sdo liberados durante a
degradagao proteolitica feita pelas células endoteliais, dissolvendo a lamina basal, sendo
estas, capazes de proliferar ¢ migrar para a area da injuria. O primeiro passo para a
formacdo de novos vasos, ¢ a ligagdo dos fatores de crescimento aos receptores das
células endoteliais de vasos existentes, ativando assim a cascata de sinalizagdo
intracelular. Os brotos recém-constituidos formam pequenos canais tubulares que se
interligam com outros formando um “lago de vasos”. Posteriormente, os novos vasos se
transformam em artérias e vénulas e ficam maduros pela estabiliza¢do de suas paredes
através do recrutamento de perocitos e células musculares lisas. Finalmente, o fluxo
sanguineo completa o processo angiogénico (Morgan e Nigan, 2013; Reinke e Sorg,
2012).

Nesta fase, o nimero de fibroblastos maduros ¢ reduzido pela diferenciacdo em
miofibroblastos, a fim de promover a contragdo da ferida, diminuindo assim o seu

tamanho, e por fim, terminam com consecutiva apoptose.

35



Os fibroblastos s@o responsaveis pela homeostase do tecido sob condic¢des

fisioldgicas. Quando os tecidos sofrem injuria, os fibroblastos tornam-se ativos e se
diferenciam em miofibroblastos, os quais produzem contragdes e ativam a produg¢do de
proteinas da matriz extracelular para facilitar o fechamento da injaria. Os fibroblastos
sdo células fusiformes, e amplamente distribuidos na maioria dos tecidos, em especial
nos tecidos conectivos. A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos ¢ um evento
chave na formacdo do tecido conectivo da cicatrizacao.
Fenotipicamente, os miofibroblastos sdo células intermedidrias entre fibroblastos e
células de musculo liso. Eles iniciam seu aparecimento na fase inicial da formagdo do
tecido de granulagdo e expressam o-actina de musculo liso, um marcador de
diferenciag@o das células musculares lisas, que pode ser utilizado para sua identificagdo
(Li e Wang, 2011).

Por fim, esta matriz ¢ organizada, constituindo entdo, a fase de remodelamento,
que ocorre do dia 21-1 ano apos a injaria, onde ocorre a substituicdo do colageno tipo
IIT pelo colageno tipo I (mais forte) e orientado em pequenos feixes paralelos. Ocorre
apoptose das células do tecido de granulagdo, diminui¢do do processo angiogénico e
fluxo sanguineo e a atividade metabdlica da lesdo diminui e finalmente cessa (Reinke e
Sorg, 2012).

Portanto, para o processo de cicatrizagdo normal sdo necessarios varios eventos
celulares e marcadores biologicos. Porém, existem condigdes patologicas que resultam
em fibrose e ulceras ndo-curadas. Neste caso, este eficiente processo € perdido, e as
ulceras ficam cronicamente inflamadas, estado caracterizado pela infiltracdo excessiva
de neutrofilos, associado as espécies reativas de oxigénio e enzimas destruidas

(Diegelmann e Evans, 2004).
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O diabetes ¢ uma doenga com alteragdo da homeostasia da glicose e persistente
hiperglicemia, responsavel pelo dano em células com um baixo furn-over, como os
neurdnios. Esta anormalidade ¢ a causa de algumas das complicagdes tardias da
manifestacdo do diabetes, como ftlceras cutineas e anormalidades vasculares,
decorrentes da disfun¢do do sistema nervoso autdnomo, resultando em estase vascular e
baixa cicatrizagdo (Mishra et al., 2008). As ulceras de pé em diabéticos apresentam uma
incidéncia de 15%. A neuropatia, a circulacdo pobre e a susceptibilidade a infecc¢des
contribuem para o desenvolvimento do pé diabético, caracterizado por deformidades,
ulceracdes e infeccdo. Por se tratar de uma doenca sistémica associada a estase local, é
importante o processo de angiogénese na lesdo, a fim de que o inicio do processo de

cicatrizacao possa se desenvolver (Mohammad et al., 2008).

1.4. Heparina

A heparina tem sido utilizada hd décadas na pratica clinica como anticoagulante,
tanto no tratamento como na profilaxia da trombose. Muitos estudos sobre a heparina
mostram seu papel na inibi¢do da cascata de coagulagdo, mas dados mais recentes tem
seu foco ampliado, incluindo suas ac¢des anti-inflamatérias. Sua ag@o anti-inflamatoria
provém da intervengdo nos passos-chave do recrutamento dos leucocitos da vasculatura
para a area da injuria, pela capacidade de modular a IL-6, a qual tem um efeito
regulatério sobre outras citocinas inflamatérias, pela inativagdo de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a, selectinas secretadas por leucocitos como CD-11b,
integrinas como o CAM-1, e atenuacdo da ativagdo do complemento. Além disso, ha
um efeito angiogénico derivado da interagdo com o VEGF e com fatores de crescimento

dos fibroblastos (Ravikumar et al., 2006).
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A HBPM, em torno de 3-9 kDa (figura 3), tem algumas vantagens sobre a
heparina ndo fracionada, pela sua maior biodisponibilidade, maior vida-média, maior
relagdo anti-Xa/anti-Ila, ¢ menor desenvolvimento de plaquetopenia induzida pela
heparina (Ravikumar et al., 2006). A enoxaparina ¢ uma heparina de baixo peso

molecular empregada no tratamento da TVP, e foi utilizada no desenvolvimento deste

projeto.
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Figura 3: Estrutura da heparina de baixo peso molecular

Estudos mostraram que a HBPM ¢ capaz de inibir a adesdo de leucdcitos
polimorfonucleares as células endoteliais e diminuir a expressao de moléculas de adesao
celular nas ftlceras decorrentes da TVP. Em adi¢do, a diminuigdo da resposta
inflamatoria inicial causada pela HBPM pode ser devido a menor invasdo de
macréfagos na injaria; ha relatos de indugdo de apoptose de fibroblastos, importante
processo na fase final da cicatrizagdo, como um mecanismo homeostatico a fim de
manter a populacao celular esperada nos tecidos lesionados (Civelek et al., 2007)

Devido a estas caracteristicas, a HBPM pode ser utilizada no tratamento de ulceras
cronicas de diferentes etiologias. Ravikumar et al. (2006) estudaram o uso da HBPM
parenteral em pacientes com queimadura de 20 a 35% da superficie corporal. Os seus
resultados mostraram que no grupo tratado com HBPM houve diminui¢do do edema e
eritema em 5 dias, aumento da reepitelizag@o, diminui¢do da IL-6 e reconstituicao total
do tecido em 28 dias, com diminuic¢do dos sinais cicatriciais.

No estudo feito por Kus e Bienkiewicz (2006) foi observado o efeito da HPBM

subcutanea em ratos apos uma incisdo de 4 cm no dorso. Estes animais foram divididos
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em grupos controle e experimental, sendo tratados por 7 a 14 dias: o primeiro grupo
recebia solugdo salina e o segundo recebia HPBM. No segundo grupo foi constatado o
aumento da concentragdo de colageno, mostrando assim o efeito positivo da HPBM no
tratamento de feridas da pele.

Em outro estudo feito por Kweon et al. (2003) foi verificada a acdo da quitosana
solivel em agua (WSC) e do complexo heparina e quitosana solivel em agua
(WSC/CH), como aceleradores do processo de cicatrizagdo em ratos. Apds uma incisao
no dorso de 1,5 cm, os animais foram divididos em 3 grupos: controle (grupo 1), WSC
(grupo 2) e complexo WSC/CH (grupo 3). Todos os grupos foram avaliados apds 15
dias da lesdo. O grupo controle tinha um ferimento com a margem bem definida e
recoberta por uma crosta. O grupo 2 apresentou um ferimento de menor tamanho com
diminui¢ao da crosta e margens mal-definidas, aparentando uma regeneragdo a partir da
margem. O grupo 3 mostrou uma lesdo muito proxima da cura do ferimento. Os cortes
histolégicos mostraram que no grupo 3 houve a regeneracdo quase completa das
estruturas dos anexos presentes em uma derme normal, enquanto que no grupo controle
e no grupo 2 houve a auséncia e diminui¢cdo do niimero de estruturas anexas na pele,
respectivamente (Kweon et al., 2003).

A aplicacdo subcutanea da heparina ¢ limitada pela dor, inativagdo do farmaco em
12 a 24 horas, e riscos como sangramento, trombocitopenia, reagdes de
hipersensibilidade e osteosporose. Devido a todos esses fatores, a HBPM aplicada
topicamente, traz a possibilidade de diminuir os riscos observados por meio da
aplicag@o subcutanea. Os efeitos observados do uso tépico de HBPM sio: propriedades
anti-inflamatorias, alivio da dor, protegcdo celular, neoangiogénese, reversdo da estase,
epitelizagdo, restauracdo do colageno e cicatrizacdo da pele (Ravikumar et al., 2006;

Barreto et al. 2010).
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A barreira de difusdo localizada no estrato corneo previne a entrada de moléculas
maiores que 350 Da, e, portanto, a penetragdo de HBPM ¢ muito baixa, devido ao seu
peso molecular maior (3-9 kDa), hidrofilicidade e carga negativa (Song e Kim, 2006).

Isto pode ser minimizado através da encapsulacdo da heparina em nanoparticulas
poliméricas, promovendo uma penetracdo adequada deste composto na pele, e também

a manutengao do principio ativo no local da aplicagao.

1.5. Sistemas de liberacao controlada e nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas foram introduzidas no mercado cosmético em 1995
pela L'Oreal (MCT, 2010). Estas particulas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam didmetro inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizacdo estrutural
(figura 4). As nanocapsulas sao constituidas por um involucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste niticleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo
em sua composi¢ao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode

ficar retido ou adsorvido (Schaffazick ef al., 2003).

Nanocépsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica °o o) polimérica
o 0 o
Nucleo 0.0
oleoso A
a) b) €)

Férmaco 9 armaco

Figura 4: Representagdo esquemdtica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco dissolvido
no nucleo oleoso das nanocdpsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocéapsulas; c)
farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente

na matriz polimérica das nanoesferas (Schaffazick et al., 2003).
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O uso de materiais poliméricos para a encapsulagdo de farmacos ou outras
substancias ativas é importante para alterar as propriedades fisico-quimicas, facilitando,
por exemplo, sua penetragdo na pele. As nanoparticulas poliméricas para uso bioldgico
sdo preparadas com polimeros biocompativeis e biodegradaveis. Existem varios
métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas. Um
desses métodos ¢ baseado na polimerizacdo in situ de monomeros dispersos como o
cianoacrilato de alquila. Outro método baseia-se na precipitacdo de polimeros pré-
formados, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicolico)
(PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do acido metacrilico e de
éster acrilico ou metacrilico. Independentemente do método de preparagdo, os produtos
finais sdo obtidos como suspensdes coloidais aquosas (Schaffazick et al., 2003).

As nanoparticulas poliméricas t€ém a caracteristica de liberacdo sustentada que
vem atraindo a aten¢@o dos pesquisadores por proporcionar uma alternativa atrativa para
uma liberagdo por longo periodo de agentes terapéuticos. Os sistemas de liberagao
oferecem inumeras vantagens quando comparados a outros de dosagens convencionais,
tais como: 1) maior eficacia terapéutica, com liberagdo progressiva e controlada do
farmaco; 2) diminuigo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulagdo; 3) natureza e composigao dos veiculos, além de protecdo contra mecanismos
de instabilidade ¢ decomposi¢do do farmaco (inativagdo prematura); 4) administragao
segura, minimizando ou abolindo reac¢des inflamatorias locais; 5) diminui¢do do nimero
de doses devido a liberagdo progressiva; 6) possibilidade de direcionamento a alvos
especificos (Duran et al., 2010).

Uma area que tem sido muito investigada é a aplicagdo topica de nanoparticulas,
por aumentar o poder de penetracdo de fAirmacos ou moléculas bioativas. Além disso,

foi claramente demonstrado que as nanoparticulas poliméricas s3o capazes de modificar
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a atividade dos farmacos, controlando sua liberagdo, aumentando sua adesividade ou
tempo de permanéncia na pele. A penetragdo e o transporte das nanoparticulas sao
dependentes da composi¢do quimica, do mecanismo de encapsulagdo (que influencia na
liberagdo do farmaco), do tamanho e viscosidade das formulagdes (Guterres et al.,

2007).

1.6. Recobrimento das nanoparticulas poliméricas com quitosana

A quitosana (figura 5) ¢ um copolimero constituido por unidades N-acetil-D-
glicosamina ¢ D-glicosamina em proporgdes variaveis. Este composto é obtido pela
desacetilacdo da quitina, apresentando predominantemente unidades D-glicosamina. A
quitina ¢ o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose,
sendo o principal componente do exoesqueleto de crusticeos e insetos (Silva et al.,
2006).

CH,OH

™o HO
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Figura 5: Estrutura da quitosana (Silva et al., 2006).

Quitosana e quitina, bem como derivados da quitosana, sdo empregados em
diversas areas, como na agricultura e na induastria de alimentos, mas o interesse para a
aplicacdo desses materiais tem aumentado especialmente na area farmacéutica e

cosmeética, e no desenvolvimento de biomateriais (Silva ef al., 2006).

Na 4rea farmacéutica, a quitosana tem sido largamente utilizada em sistemas de

transporte de farmacos (Lira et al., 2007). Além de ser um polimero biocompativel,
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biodegradavel, atdxico e de baixo custo, a quitosana possui propriedades biologicas
interessantes como atividade antimicrobiana, potente acdo analgésica tdpica e
aceleragdo do processo de cicatrizagdo (Silva et al., 2006). Okamoto et al. (1992)
relataram que a quitina e a quitosana promovem a reepitelizacdo e regeneragao da pele
em feridas abertas. Outra propriedade muito importante para a area farmacéutica e
cosmética da quitosana ¢ a bioadesividade (Okamoto et al., 1992). Devido as cargas
positivas em pH fisioldgico (grupos amino protonados), a quitosana tem a capacidade
de aderir a superficies carregadas negativamente como pele e mucosas, aumentando a

retenc¢do do principio ativo no local de aplicacdo (Berger et al., 2004).

A quitosana apresenta um grande campo de aplicacdo ¢ isto pode ser comprovado
por diversos trabalhos publicados (Wu et al., 2005; Grenha et al., 2009). Tiyaboonchai
(2003) mostrou a eficacia da quitosana encapsulada em nanoparticulas para diferentes
administra¢des: parenteral, oral, ocular e no uso de vacinas, demonstrando ser um
carreador de farmaco bem eficaz. Nam ef al. (2010) estudaram o efeito de
nanoparticulas de quitosana em células tumorais, as quais mostraram um potencial uso
para o tratamento do cancer.

Neste estudo foram preparadas nanoparticulas poliméricas com um recobrimento
de quitosana num tUnico passo, com o objetivo de melhorar o aspecto econdmico do
processo e as propriedades destas nanoestruturas (aumento de adesdo a pele e efeito
antimicrobiano) com a HBPM (enoxaparina), a fim de promover uma eficiente

cicatrizagdo de tulceras.

1.7. Encapsulacio de heparina
A heparina pode ser encapsulada de diversas maneiras, ¢ inicialmente foi

encapsulada com o objetivo de prolongar sua atividade anticoagulante in vivo. Para esta
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finalidade, a heparina foi encapsulada em lipossomas com didmetro de 0,5-4,0 um, e
verificou-se um aumento significativo de aproximadamente 3 vezes na sua agdo
anticoagulante (Kim et al., 1986).

Outro estudo que utilizou a encapsulagdo da HBPM em lipossomas com didmetro
de 81,4 a 167,1 nm objetivou aumentar sua penetragdo cutanea ¢ demonstrou a presenga
da mesma nas camadas mais profundas da pele (Song e Kim, 2006). Javot et al. (2009)
encapsularam a HBPM em microparticulas através do método de dupla emulsdo. Estas
particulas foram caracterizadas pelo tamanho, porcentagem de encapsulacdo, perfil de
liberagdo quimico e biologico, ¢ atividade anti-Xa e anti-Ila; e os resultados
demonstraram eficacia da encapsulagao.

Yildiz et al. (2005) mostram a encapsulagdo através de microesferas, a fim de
utiliza-las na administragdo nasal.

A heparina também tem sido preparada com polimeros biodegradaveis poli(e-
caprolactone) (PCL), PLA e PLGA e ndo biodegradaveis como Eudragit RS ¢ RL para
tratamentos locais (Yildiz et al., 2005).

Recentemente, um estudo realizado no Laboratério de Pesquisa da Profa. Joyce
Annichino-Bizzacchi em colaboracdo com o Prof. Nelson Durdn e a pesquisadora
Priscyla D. Marcato do Instituto de Quimica da UNICAMP, financiado pela FAPESP,
demonstrou que as nanoparticulas produzidas de PCL com HBPM, além de uma
atividade anticoagulante in vitro e in vivo, também tem uma ac¢do anti-trombotica in
vivo. As nanoparticulas foram preparadas com o polimero PCL, pelo método de dupla
emulsdo agua/dleo/agua (A/O/A) e evaporagdo de solvente, utilizando o poli(alcool
vinilico) (PVA) como estabilizante. Através deste estudo prévio ja se verificou a
eficiéncia do uso das nanoparticulas poliméricas com heparina, como anticoagulante e

antitrombotico em modelo de TVP em ratos (Pazzini, 2010). Uma hipotese na
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modificacdo destas nanoparticulas com a adi¢do de quitosana ¢ associar os efeitos
benéficos da quitosana e da enoxaparina no processo de cicatrizagdo, para obtencdo de
um sistema de tratamento de ulceras mais eficiente. Dessa forma, o emprego dessas
nanoparticulas para o tratamento de ulceras pode contribuir para melhora da qualidade
de vida dos pacientes acometidos por essa complicagdo, como os diabéticos, os com
antecedente de TVP, os queimados, ou outras doengas, sendo de grande relevancia na

pratica clinica.
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2 - OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo geral a preparagdo de uma formulagdo
farmacéutica de HBPM em sistemas de liberacdo sustentada para a administragdo
topica, visando o potencial biologico deste farmaco encapsulado em nanoparticulas
poliméricas recobertas com quitosana na cicatrizag@o de ulceras cutaneas de ratos. Para

este fim os objetivos especificos foram:

1. Preparar nanoparticulas poliméricas de HBPM utilizando o polimero
biodegradavel PCL e recobri-las com quitosana;

2. Caracterizar as nanoparticulas quanto ao didmetro, potencial Zeta, morfologia,
eficiéncia de encapsulacao e estabilidade fisico-quimica;

3. Avaliar a toxicidade da enoxaparina livre e encapsulada in vitro em cultura de
fibroblastos (células 3T3);

4. Padronizar o método de indug@o de ulceras de pele em ratos no nosso
laboratorio;

5. Avaliar in vivo a ac¢do sobre o processo de cicatrizagdo das nanoparticulas com

e sem HBPM, no modelo de tlcera de pele em ratos normais e diabéticos.
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1. Preparacio das nanoparticulas poliméricas recobertas com quitosana na
encapsulacido de enoxaparina

As nanoparticulas foram preparadas com polimero biodegradavel poli(e-
caprolactona) (PCL) (Aldrich) e recobertas com polimero natural quitosana (105 g/mol/
~81% acetilagio, Polymar). A HBPM utilizada foi a enoxaparina (Clexane”™ 60 mg/ 0,6
mL, 6000UI). A preparagdo das nanoparticulas com enoxaparina foi realizada pela
técnica modificada de dupla emulsdo A/O/A, como descrito por Meng et al. (2003).
Para isto, uma solug¢do aquosa de enoxaparina contendo 0,5% de poli(alcool vinilico)
(PVA) foi primeiramente emulsificada com uma fase orgénica de acetato de etila e PCL
sob agitacdo mecanica, formando uma emulsdo agua em o6leo. Posteriormente, esta
emulsdo foi transferida para uma fase aquosa contendo 1% de PVA, 0,9% de NaCl e
quitosana (2 mg/mL) e homogeneizada sob agitagdo mecanica, formando a dupla
emulsdo A/O/A. Em seguida, o solvente orgénico foi evaporado a temperatura de 28°C

em um rotaevaporador (Marcato, 2006).

3.2. Caracterizacio das particulas

3.2.1. Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

As amostras de nanoparticulas foram analisadas por AFM. Para isto, a dispersdo
de nanoparticulas foi diluida em agua deionizada, e uma gota dessa dispersdo foi
adicionada sobre mica fixada em um porta-amostra de latdo. As imagens foram obtidas
em um microscopio de forga atomica (SPM-9600, Shimadzu), utilizando o modo
dindmico (modo intermitente). Foi utilizado cantilever comercial de silicio e freqiiéncia

de ressonancia da ponta de 210-230 khz.
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3.2.2. Tamanho médio, distribuicio de tamanho das particulas, potencial Zeta e
estabilidade

Como a quitosana ¢ um polimero que tende a aumentar muito o indice de
polidispersidade (PDI) e o tamanho das particulas, foram estudadas duas diferentes
propor¢des dos polimeros PCL e quitosana: PCL 3:1 quitosana e PCL 3:0,5 quitosana
com e sem enoxaparina (nanoparticula vazia). A partir desta divisdo, foram preparadas
no minimo 3 formulagdes de cada, as quais foram acompanhadas para avaliar a
estabilidade durante 100 dias. A dispersdo de nanoparticulas foi diluida com agua e o
diametro médio (Z-average) foi medido no Zeta Sizer Malvern®. A carga superficial
(potencial Zeta) e indice de polidispersidade foi medido no mesmo equipamento. Para a
estabilidade a dispersdo de nanoparticulas escolhida para a continuidade deste projeto
foi armazenada a temperatura de 4°C, e semanalmente foi coletada uma aliquota e

medido o tamanho, indice de polidispersidade e potencial Zeta.

3.2.3. Eficiéncia de encapsulac¢io

A enoxaparina encapsulada em nanoparticulas foi quantificada através do
método colorimétrico Azure Il modificado, como descrito por Lam et al. (1976). Para
isto, uma solug@o de Azure 11 (0,05 mg/mL) em 4gua foi preparada e, em seguida, 500
puL da solugdo de enoxaparina foi misturada com 4,5 mL da solugdo Azure 1. Apods 1
minuto, a absorbancia desta mistura foi lida em espectrofotdmetro UV-Vis no
comprimento de onda de 500 nm, em triplicata. Para a quantificacdo da eficiéncia de
encapsulacdo, a dispersdo de nanoparticulas foi centrifugada a 4000 x g em filtro
Microcon Ultracel YM-100 (Millipore, corte de massa molar de 10.000 g/mol). O
sobrenadante foi quantificado pelo método Azure II, e a concentragdo de enoxaparina

foi determinada através de uma curva de calibrag@o previamente construida.
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3.3. Ensaio in vitro — teste de citotoxicidade

As linhagens celulares de fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c 3T3
foram adquiridas do NIH (National Institute of Health-Baltimore, USA).

As células BALB/c 3T3 foram cultivadas em meio DMEM e suplementadas com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico (100 UI / mL de penicilina e 100 pg / mL
de sulfato de esptreptomicina). As células foram plaqueadas em garrafas de 75 cm’ na
densidade de 2 x 10 células / mL e incubadas a 37°C sob atmosfera imida com 5% de
CO,; (REVCO - incubadora de CO;), monitoradas a cada 24 horas em microscopio
optico (Eclipse TS100, Nilkon), verificando sua adesdo as paredes das garrafas. As
culturas foram repicadas periodicamente a cada 24 ou 48 horas. O plaqueamento foi
realizado inoculando-se 2 x 10" células vidveis em placas de 96 cavidades, incubadas
por aproximadamente 48 horas, até atingirem a semi-confluéncia. Quando esta fase foi
atingida, as células foram submetidas ao ensaio de toxicidade intrinseca. O meio de
cultura, presente em cada poco da placa, foi substituido pelas amostras diluidas em
DMEM, conforme tabela abaixo (tabela 1), e em seguida, incubadas por 2 horas em
atmosfera umida contendo 5% de CO, (REVCO — incubadora de CO5).

Tabela 1: Amostras e concentragdes testadas para citotoxicidade

Amostra Faixa de concentragao testada
Enoxaparina Livre 0-100 uM
Enoxaparina Encapsulada 0-100 uM
Particula vazia 0-400 uM

Apds 2 horas, as células foram incubadas no meio descrito acrescido de 0,5
mg/mL de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio] que tem
coloragdo amarelada, por mais 3 horas. Ao final desse periodo, o meio contendo MTT
ndo reduzido foi removido cuidadosamente, e a cada pogo da placa foram adicionados

0,1 mL de 4&lcool etilico PA, para dissolucdo dos cristais de formazan (roxos)
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produzidos pela redu¢do do corante. Verificou-se a viabilidade celular através da leitura
da placa em espectrofotometro no comprimento de onda de 570 nm, sendo que quanto

maior a intensidade do roxo, maior a viabilidade celular.

3.4. Avaliacao in vivo
3.4.1. Animais experimentais

Todos os animais foram obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigagdo
Biolégica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB) da Unicamp, e
mantidos em caixas, sob condi¢do padronizada de iluminag¢do (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura de 22 + 2°C. Foram utilizados 80 ratos machos Wistar com
6-8 semanas de idade, e todos os animais receberam dieta e agua ad libitum. Durante o
experimento, foram mantidos dois animais por caixa, separados com uma diviséria de
ago, evitando o contato entre eles. Todos os procedimentos foram realizados em
conformidade com as normas estabelecidas pelas leis brasileiras de experimentacdo
animal, aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unicamp
(certificado numero 2290-1).

Os animais foram inicialmente divididos em 2 grupos: grupo normal e grupo
diabético. Posteriormente, os animais foram subdivididos em 4 grupos de tratamento,
cada grupo contendo 20 animais (10 normais e 10 diabéticos), tratados uma vez ao dia,
diariamente. O tratamento foi feito com gel de Natrosol (Pharma Terra), usado de forma
isolada ou com a adicdo de outros elementos.

Os experimentos foram realizados por grupos isolados, e quando ocorria o
sacrificio o proximo grupo de tratamento iniciava-se, subsequentemente.

Controle — gel puro

Grupo 1 — gel com enoxaparina livre (2 mg/g gel)
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Grupo 2 — gel com nanoparticulas vazias (2 mg/g gel)

Grupo 3 - gel com nanoparticulas contendo enoxaparina (2 mg/g gel)

3.4.2. Procedimento com animais

A inducdo do diabetes tipo I foi feita com estreptozotocina (STZ). Os animais
foram mantidos em jejum de 12 horas para aplicagdo de STZ (58 mg/Kg) em veia caudal
e, apos a aplicagdo permaneceram por mais 2 horas sem dieta ¢ dgua. Apos 4 dias da
aplicacdo de STZ foi feita a confirmacdo do diabetes (glicemia capilar > 250 mg/dL)
(Reagan-Shaw et al., 2008). Entdo, os ratos foram anestesiados com uma mistura de
cloridrato de cetamina (75 mg/kg) (Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg) (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil) intramuscular. Os
animais foram colocados em decubito ventral e, apds tricotomia da regido dorsal, foi
feita uma les3o no tamanho de 1 cm?® de formato quadricular com auxilio de uma pinga
dente de rato e uma tesoura, na linha mediana da regido dorsal. Os procedimentos de
inducdo de ulcera de pele e de avaliagdao do processo cicatricial (avaliagdo macroscopica,
bioquimica, e técnicas histoldgicas) foram definidos através de revisdo da literatura, e
orientagdo do grupo de pesquisa da Dra Andréa Monte-Alto-Costa, do Laboratorio de
Reparo Tecidual (LRT) do Departamento de Histologia da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ). Essa colaboragdo foi muito importante, visto a extensa
experiéncia desse grupo na area de cicatrizagdo em modelos animais, evidenciada por
inimeras publicagdes (Amadeu e Costa, 2006; Amadeu et al., 2008; Romana-Souza et
al., 2008 e 2009).

Uma vez ao dia, nos grupos em que havia necessidade, o gel contendo as diferentes
formulagGes foi aplicado na lesdo, na quantidade suficiente para recobrir totalmente a

mesma, sem nenhum outro material ou cobertura. Os animais do grupo controle
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receberam apenas o gel puro. Foi estipulada através de testes de padronizacdo a
concentragdo de 2% do gel Natrosol (Pharma Terra). Quando foi utilizada a dispersao de
nanoparticulas, a concentracdo foi de 2 mg de enoxaparina / g de gel.

O acompanhamento macroscdpico do processo de cicatrizacao das lesdes foi feito
pela avaliagdo da taxa de contracdo da ulcera. Para fazer as medidas, com o animal
anestesiado com isoflurano, foi colocado um plastico transparente (celofane) sobre as
ulceras dos animais e foram tragadas as margens da lesdo nos dias 0, 4, 7 e 10. Este
plastico foi escaneado e as lesdes tratadas utilizando o Adobe Photoshop Cs3 Extended.
Apo6s o tratamento, o desenho das lesdes foi analisado pelo software Image J, para
calculo da 4rea. Esta area é corrigida em cm” e passada em porcentagem, através de regra
de trés: o dia 0 corresponde a 100% da area da lesdo e o dia 4 (ou 7 ou 10) corresponde a
X (Souza et al., 2006; Nascimento ¢ Costa, 2006). A figura 6 evidencia como foram
feitas as medidas. A medida da contrac¢do da ulcera ¢ feita através da delimitagio da area
ndo-reepitelizada (figura 6¢). Estas medidas sdo expressas em porcentagem e desvio-

padréo.

Figura 6: Avaliacdo da contragio da tlcera com 14 dias de evolugdo. A) foto original da area

ulcerada; B) érea total da ulcera; C) area ndo-reepitelizada (Otranto et al., 2010).

Apos 10 dias da aplicagdo tdpica do gel, os animais foram sacrificados por
aprofundamento anestésico ¢ foi extraida a pele e sangue para avaliacdo histoldgica,

bioquimica e toxicidade.
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3.4.3. Avaliacao histolégica e imunoistoquimica da pele

As amostras de tecido (area ulcerada) foram divididas em 3 partes para que se
pudesse avaliar o processo de cicatrizagdo. De cada grupo de tratamento, contendo 20
animais, a area ulcerada junto com a pele adjacente de 8 foi utilizada para analise
histologica e imunoistoquimica, area crostosa de 6 foi utilizada para dosagens
bioquimicas e de outros 6 a area crostosa foi utilizada para dosagem de hidroxiprolina.
Para a coloragdo e imunoistoquimica, as amostras de tecido foram fixadas em
formaldeido 10% e, embebidos em parafina. Apos a desidratagdo do tecido e
impregnacdo com parafina, eles foram cortados na espessura de 4-6 um e corados com
HE.

A colorag@o de HE foi utilizada para verificar: a presenga ou auséncia de crosta, se
a mesma apresentava-se espessa ou ndo espessa, se havia ou ndo grdos bacterianos, a
reepitelizagdo excipiente ou ndo excipiente, epiderme delgada ou espessa, € presenca ou
auséncia de granuloma. A reepitelizagdo excipiente caracteriza-se pela descontinuidade
da epiderme quando visualizada nas 1aminas.

Os cortes também foram colocados em laminas silanizadas para a realizagdo da
imunoistoquimica, onde foi avaliada a quantidade de macrofagos, vasos e
miofibroblastos na area da lesdo. Para marcar macrofagos foi utilizado o anticorpo anti-
CD68 monoclonal (Abicam) e para marcar vasos e miofibroblastos foi utilizado o
anticorpo a-actina de musculo liso clone 1A4 (DBS). A imunoistoquimica foi realizada
por meio da técnica de recuperagdo antigénica por calor, ¢ contra corados com
hematoxilina.

As laminas foram colocadas na cubeta resistente ao calor com tampao citrato 3 em
1 pH=6,0 e posicionada no centro da pancla de pressdo contendo 500 mL de agua

destilada, onde ela atingiu 125°C por 30 segundos. Posteriormente, foi feita a lavagem
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das laminas com agua destilada e com tampao de lavagem TBS Tween. As laminas
foram secas com papel higiénico ao redor dos cortes e foi circulado cada corte com uma
caneta contendo tinta hidrofébica e colocadas na camara umida onde foi aplicado o
bloqueador de peroxidase enddgena sobre os cortes e foram incubados por 30 minutos
em temperatura ambiente. Durante esta incubacdo foi feita a diluicdo do anticorpo
primario com diluente de anticorpo (Spring), de acordo com a tabela a seguir (tabela 2).
Para cada corte, dependo do tamanho sdo utilizados 100-150 pL da diluicdo do
anticorpo, ¢ a dilui¢do do anticorpo também foi padronizada até achar um valor ideal de
acordo com a indicac¢do do fabricante.

Tabela 2: Exemplo de diluigdo dos anticorpos

Cortes e dilui¢do Diluente Anticorpo
2 cortes (1:100) 200 uL 2 uL
2 cortes (1:200) 200 pL 1 ulL

Apo6s 20 minutos, as laminas foram lavadas e secas, ¢ foi adicionado o anticorpo
primério diluido e incubado por 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as
laminas foram novamente lavadas, secas e foi aplicado o polimero Nichirei e incubada
por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, apos a lavagem e secagem
das laminas, foi aplicado o DAB previamente diluido por 6 minutos. Entdo, as laminas
foram lavadas e coradas com hematoxilina por 20 segundos, e novamente lavadas com
agua corrente para retirar o excesso de hematoxilina. Foi feita a desidratacdo das
mesmas com a passagem na sequéncia de alcoodis e xilois: alcool 50%, alcool 70%,
alcool 100%, xilol I e xilol II e foram confeccionadas utilizando o meio de montagem
entellan e laminula.

As estruturas marcadas foram quantificadas através de grades utilizando um
microscopio acoplado a um computador (Nikon). A quantificacdo foi feita em 20

campos, sendo 10 do tecido de granulagdo superficial e 10 do tecido de granulagdo
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profundo, utilizando a objetiva de 40x para quantificacdo de macréfagos e
miofibroblastos e 20x para vasos. Como controle positivo e negativo da reagdo foi
utilizado, conforme a bula do anticorpo, baco de rato para macrofagos; € para vasos e
miofibroblastos foi utilizado musculo estriado esquelético; sendo que o controle negativo

ndo utilizou o anticorpo primario.

3.4.4. Avaliacio da toxicidade

Estas andlises foram feitas para avaliar se as formula¢des ocasionavam algum dano
hepatico, renal ou hematologico. Neste caso, particularmente a plaquetopenia induzida
pela enoxaparina.

Preparo das amostras: com o animal anestesiado com isoflurano, foi coletado o
sangue por pungdo cardiaca — que foi depositado em tubos secos e contendo
anticoagulantes EDTA ou citrato. O soro obtido no tubo seco foi aliquotado e congelado
a -80 °C e, posteriormente foi utilizado para analise de aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), uréia e creatinina. A AST e a ALT foram feitas
utilizando o método cinético (Kit Larborlab). A uréia foi analisada através do método
cinético-colorimétrico (Kit Laborclin), e a creatinina foi mensurada através do método
cinético (Kit Laborlab). O hemograma completo foi feito na amostra de sangue com

EDTA no equipamento Cell Dyn 1700 ABBOT.

3.4.5. Andlise da atividade anticoagulante
O plasma citratado dos animais foi utilizado para analisar a atividade anti-Xa, a
fim de verificar a atividade anticoagulante da enoxaparina e absor¢ao pelo seu uso topico

(Kit IEL- equipamento TOP 500).
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3.4.6. Analises bioquimicas

No décimo dia apos a realizagdo da ulcera, o tecido sobre a crosta (sem pele
adjacente) foi retirado de 6 animais de cada grupo (3 normais e 3 diabéticos), congelado
em nitrogénio liquido, e estocado em freezer a -80°C. Posteriormente, o tecido sobre a
crosta foi macerado no agitador mecanico (Novatécnica) com tampao fosfato de potassio
e EDTA (KPE), ¢ o liquido macerado foi retirado e centrifugado a 230 x g a 4°C por 30
minutos. O sobrenadante do macerado do tecido sobre a crosta € o plasma dos animais
foram utilizados para realizar analises bioquimicas, como dosagem de proteinas totais
(Bradford, 1976), avaliagdo do estresse oxidativo através dos niveis de peroxidacdo
lipidica (TBARS) mensurada pela metodologia de Yagi (1987), e a dosagem de nitrito
através da reagdo de Griess (Green ef al., 1982).

O sangue total foi centrifugado a 500 x g e lavado trés vezes com uma solucao
gelada de tampao fosfato 0,1M pH=7,4 e diluido 1:1 (v/v) com agua destilada para
provocar a hemdlise, com posterior armazenamento a -80°C para analise da catalase

(CAT), através da metodologia de Aebi (1984).

3.4.6.1. Dosagem de proteinas totais

As amostras e o padrdo de albumina [1,0 mg/mL] foram descongeladas no gelo. A
curva padrdo de albumina foi preparada, variando-se as concentragdes de 0 a 10 pug de
albumina/pogo; foram transferidos 20 uL. de cada concentragdo para cada cavidade da
placa de 96 pogos, sendo que cada concentracdo da curva e cada amostra foram
realizadas em triplicata. As amostras foram diluidas em agua destilada de acordo com o
tipo: plasma ou macerado de tecido sobre a crosta. O plasma foi diluido 1:40 e o
macerado de tecido sobre a crosta foi diluido 1:10, e adicionados 20 uL por cavidade.

Apos adi¢do de 180 uL da solugdo de Bradford em todos os pogos e homogeneizagao,
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fez-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. A partir da
curva padrao foram calculados os valores de proteinas presentes nas amostras. O

resultado foi expresso em pg/pul.

3.4.6.2. Dosagem de TBARS

Este ¢ um método utilizado para avalia¢do do estado de oxidacao dos acidos graxos
em sistemas biologicos. O dano em lipideos de membrana ¢ determinado pela formagao
de subprodutos da lipoperoxida¢do (malondialdéido — MDA), que s3o substancias
reativas ao aquecimento do acido tiobarbitarico (TBA) formadas durante a peroxidagdo
em sistemas de membranas e microssomos. O MDA reage com o TBA gerando um
produto colorido réseo, lido em espectrofotometro a 532 nm.

As amostras foram descongeladas e foi preparada a curva padrao de
malondialdeido, variando de 0 a 100 pumol. Num eppendorf foi entdo colocado 200 uL
do lisado do tecido ou 50 pL do plasma diluido em 150 pL de tampao KPE e foi
adicionado 200 pL de 4acido tricloroacético (10%) em cada eppendorf. Apds
centrifugacdo a 2200 g por 15 minutos, foram coletados 300 puL do sobrenadante em
outro eppendorf, ¢ adicionado 300 uL de TBA. Os eppendorfs foram furados na tampa e
colocados em banho-maria a 95°C por 60 minutos. Apds este tempo eles foram deixados
a temperatura ambiente para esfriar, ¢ foram transferidos 150 puL. de cada amostra e curva
para um cavidade da placa de 96 pogos, sendo que o teste foi feito em duplicata. A
leitura foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de 532 nm. A partir
da curva padrdo foram calculados os valores da concentragdo de MDA presentes nas
amostras. Os resultados foram expressos em concentracdo de MDA (nM/mg de

proteina).
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3.4.6.3. Dosagem de nitrito

Dosagem indireta de oxido nitrico (NO). Inicialmente foram preparadas as
solucdes para a curva padrdao feita com nitrito de sédio (NaNQO,), e a curva teve as
concentragdes variando de 0,1 a 100 uM/100 pL. As solugdes 1 e 2 previamente
preparadas foram descongeladas sobre a bancada. A solugdo 1 ¢ de sulfanilamida 1% em
solucdo de acido fosforico a 2,5% e a solugdo 2 consiste em naftiletilenodiamina 0,1%
em solucdo de 4acido fosforico a 2,5%. As amostras foram descongeladas em gelo.
Pipetou-se 100 uL da amostra em cada cavidade da placa de 96 pogos, sendo que esta
analise foi feita em duplicata. Apds adigdo de 50 pL da solug¢do 1 em todos os pogos da
placa e incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente no shaker lento, adicionou-se
50 pL da solugdo 2 em todos os pogos da placa. Apds homogenizagao, foi feita leitura
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. A partir da curva padrao foi
calculada a concentracdo de nitrito presente na amostra, e os resultados expressos em

umol de NO,/ug de proteina.

3.4.6.4. Atividade da catalase

O preparo da amostra inicia-se com a adi¢ao de 900 uL de tampao fosfato (pH 7.,4)
a 100 uL do hemolisado. Deste hemolisado ja diluido, 1 pL foi adicionado ao meio
basico da reacdo contendo tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) e peréxido de hidrogénio
(H207) 10 mM. A medida da atividade da catalase (CAT) ocorre através da velocidade
com que o H,O, é reduzido pela a¢do da enzima, provocando uma diminui¢do no valor
da absorbancia em 240 nm. A diferenca na leitura das absorbancias em um determinado
intervalo de tempo (15 segundos) permite a determinagdo da velocidade da reagdo
enzimatica pela CAT:

H202 OTP HQO + 02
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O calculo da atividade da catalase foi feito pela seguinte equacdo:
(2,3/At).(a.b).(logA1/A2), onde At é a variacdo do tempo de reacgdo (15 s), a é o volume
do hemolisado na cubeta, b ¢ a concentragdo de hemoglobina da amostra em g/dL, Al ¢
o valor as absorbancia no tempo zero (t=0) ¢ A2 ¢ o valor da absorbancia no tempo final

(t=15 s). A unidade final expressa-se em k/gHb/min.

3.4.6.5. Dosagem de hidroxiprolina

No décimo dia ap0s a realizagdo da ulcera, foi retirada de 6 animais de cada grupo
de tratamento a area crostosa para dosagem de hidroxiprolina, seguindo o protocolo de
Woessner (1961).

Inicialmente deve-se fazer a desidratagdo e retirada dos lipideos da amostra. Para
isto, no fragmento de pele com a crosta foram adicionados 2 mL de acetona PA por 24
horas em temperatura ambiente. Apds este periodo, a acetona foi descartada e o
fragmento de pele foi cortado em fragmentos de 1x1 mm, e foram adicionados 2 mL de
acetona PA por mais 24 horas. A acetona foi descartada e foram adicionados 2 mL de
uma mistura de cloroférmio-etanol (1:1) por 48 horas, trocando a mistura a cada 12
horas. Apds este periodo, foi descartada a mistura, e as amostras foram secas em estufa a
60°C por 1 hora. Os fragmentos secos foram pesados ¢ identificados para seguimento da
analise.

Posteriormente, na ectapa de hidrolise e neutralizacdo, os fragmentos foram
transferidos para um tubo de ensaio com rosca, e foi adicionado 1 mL de acido cloridrico
(HCI) 6M aos tubos. Os tubos foram colocados em estufa entre 110-120°C por 18 horas.
Apos este periodo, foram adicionados 5,7 mL de agua destilada aos tubos, e 1 mL de
hidréxido de soédio (NaOH) 6M ao tubo. Os tubos foram homogeneizados no vortex e

centrifugados a 630 x g por 15 min, e o sobrenadante foi transferido para eppendorfs, e
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congelado a -20 °C.

O padrido utilizado para esta analise foi uma solugdo de hidroxiprolina (2500
ng/uL), previamente preparada e congelada. Para o teste, as amostras e o padrao sdo
descongelados sobre a bancada e ¢ feita a curva padrido variando a concentracdo de
hidroxiprolina de 0 a 10 ng. As amostras foram diluidas em agua 1:10 e homogeneizadas
no vortex, foram transferidos 80 pL das amostras para cada cavidade da placa de 96
pocos, sendo que o teste foi feito em triplicata. Depois foram adicionados 40 pL de
cloramina T 0,05 M em todos os pogos, ¢ homogeneizados levemente no shaker por 20
minutos. Posteriormente, foram adicionados 40 uL de acido perclorico 3,15 M em todos
0s pocos, e homogeneizados novamente no shaker por 5 minutos. Por fim, foram
adicionados 40 uL de 4-DABaldeido 20% em todos os pogos, homogeneizados no
shaker, e incubados em estufa a 60°C por 20 minutos. A placa foi resfriada em
temperatura ambiente, ¢ lida em espectrofotometro a 550 nm. A partir da curva padrao
foram calculados os valores da concentragdo de hidroxiprolina presentes nas amostras.

Seus resultados foram expressos em ng hidroxiprolina/mg de tecido.

3.5. Anailise Estatistica

Analise descritiva com apresentacdo de medidas de posi¢do e dispersdo para
variaveis continuas.

Para comparar os parametros em cada grupo entre os tratamentos foi utilizada a
Andlise de Variancia (ANOVA). Devido ao tamanho da amostra foi aplicada a
transformacgao por postos (ranks) nas variaveis respostas.

Para verificar a relag@o entre o tamanho da tlcera final e a dosagem de colageno foi
utilizado o coeficiente de correlagdo linear de Spearman. Este coeficiente varia de -1 a 1.

Valores proximos dos extremos indicam correlagdo negativa ou positiva,
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respectivamente e valores proximos de zero nao indicam correlagao.

Para comparar 2 variaveis numéricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (p<0,05).

O programa computacional utilizado para as andlises foi o SAS System for
Window (Statistical Analysis System), versdo 9.2. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary,

NC, USA.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Preparacdo das nanoparticulas poliméricas recobertas com quitosana
na encapsulacio de enoxaparina
O método de dupla emulsdao A/O/A e evaporacdo do solvente foi escolhido em
funcdo da hidrofilicidade da enoxaparina. Este método foi padronizado para a
encapsulacdo de enoxaparina em PCL. O recobrimento das nanoparticulas de PCL por
quitosana foi realizado para obter particulas mucoadesivas e para aumentar a eficiéncia

de encapsulagdo da enoxaparina.

4.2. Caracterizacao das particulas
4.2.1.Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

As nanoparticulas com e sem enoxaparina foram avaliadas por microscopia de
forgca atOmica como mostram as figuras a seguir (figuras 7 A e B). Nestas imagens ¢
possivel observar particulas esféricas e relativamente homogéneas. A encapsulagdo da

enoxaparina nao alterou a morfologia das particulas.

—215.0 nm 0.793 pm
-230.0 0.785
—240.0 0.780
—-250.0

0.775
—-260.0

0.770
—-270.0

0.765
—280.0

0.760
—290.0
—297.4 0.755

Figura 7: Imagens de AFM das amostras de nanoparticulas com enoxaparina (A) e vazias (B).
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4.2.2. Tamanho médio, distribuicdo de tamanho das particulas, potencial Zeta e
estabilidade
Os valores de diametro médio, indice de polidispersidade (PDI), potencial Zeta
das formulagdes produzidas e seus respectivos desvios-padrao estdo descritos na tabela
seguinte (tabela 3).
Tabela 3: Tamanho médio, indice de polidispersidade e potencial Zeta das

nanoparticulas de PCL / quitosana / enoxaparina em 3 amostras.

Dispersiao de Média do Desvio- Média Desvio- Meédia do Desvio-
particulas Didmetro padrao do padrio Potencial padrao
(nm) Didmetro Indice PDI Zeta Potencial
de PDI (mV) Zeta

Nanoparticula 487,2 454 0,347 0,052 28,1 3,59
vazia (PCL
3:1)

Nanoparticula 491,8 39,7 0,357 0,031 253 5,15
vazia (PCL
3:0,5)

Nanoparticula 5394 25,0 0,417 0,037 24 4 425
com

enoxaparina

encapsulada

(PCL 3:1)

Nanoparticula 496,7 41,6 0,369 0,033 20,4 2,98
com

enoxaparina

encapsulada

(PCL 3:0,5)

O indice de polidispersidade avalia a homogeneidade da dispersdo, desta forma,
quanto mais proximo do zero, mais homogénea ¢ a dispersdo. Os valores encontrados
nas dispersdes sdo considerados médios, mas ja esperados em formulagdes contendo
quitosana, por ser um polimero de cadeia aberta que fica na superficie da particula,
aumenta o seu tamanho, indice de polidispersidade e confere uma carga superficial

positiva, evidenciando o recobrimento das particulas com o biopolimero.
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Apesar dos valores mostrados ndo apresentarem uma variagdo significativa, foi
escolhida a preparagdo contendo metade da quantidade de quitosana (PCL 3:0,5
quitosana) para a continuidade do projeto, pois apresentaram didmetro menor e
estabilidade durante 90 dias, conforme evidenciado nas figuras a seguir (figuras 8-11),
onde se verifica a pequena varia¢do do tamanho, potencial Zeta e PDI nas amostras
durante os dias testados. Esta alta estabilidade das nanoparticulas pode ser atribuida a
quitosana ja que, polimeros catidnicos, como a quitosana, possuem grande densidade e
alto peso molecular, e agem como estabilizantes eletrostaticos e esféricos, prevenindo a

agregacao das particulas (Sun et al., 2012).
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Figura 8: Grafico de estabilidade das nanoparticulas contendo enoxaparina.
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Figura 9: Grafico do potencial Zeta das amostras de nanoparticulas contendo enoxaparina nos diferentes
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dias testados.
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Figura 10: Grafico de estabilidade das nanoparticulas vazias.
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Figura 11: Gréfico do potencial Zeta das amostras de nanoparticulas vazias nos diferentes dias testados.

4.2.3. Eficiéncia de encapsulac¢io

Inicialmente, foi avaliado se os componentes da formula¢do de nanoparticulas
(PVA e NaCl) interfeririam no método analitico escolhido, isto ¢, se estes componentes
apresentavam absorbancia no comprimento de onda de 500 nm. Entretanto, estes
componentes ndo apresentaram absor¢do neste comprimento de onda, demonstrando
que o comprimento de onda escolhido para determinagao da eficiéncia de encapsulacao
da enoxaparina foi adequado.

A curva de calibragdo da enoxaparina foi realizada pelo método colorimétrico
Azure 11, obtendo-se a curva demonstrada na figura 12, cuja equacdo da reta foi: Y=

0,00172 +0,02311 X e o coeficiente de correlacdo foi de 0,999.
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Figura 12: Curva de calibracao da enoxaparina obtida pelo método colorimétrico Azure II.

A partir da curva de calibragdo construida foi calculada a eficiéncia de
encapsulacdo (EE) das particulas preparadas. A EE foi acompanhada por até 48 horas,
onde pode ocorrer uma variagdo significativa deste valor. Em todas as formulagdes
preparadas a EE ficou em torno de 98%, nao havendo varia¢do deste valor nas primeiras
48 horas. Este valor elevado deve-se ao fato do método de dupla emulsdo ser adequado
para farmacos hidrofilicos, e também do uso do sal NaCl que aumenta a for¢a ionica do
meio alterando o gradiente osmotico e, portanto, diminuindo a migragdo da enoxaparina
para a fase aquosa externa (Peltonen et al., 2004). Além disso, uma alta EE foi obtida
devido ao uso do biopolimero quitosana que, por apresentar um carater hidrofilico,

aumenta a interagdo enoxaparina-polimero.

4.3. Ensaio in vitro — teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade mostrou que a enoxaparina livre apresentou toxicidade
em fibroblastos (3T3) quando avaliado por MTT (42,5% de toxicidade na concentragao
de 100 uM), como observado na figura 13. Entretanto, quando a enoxaparina foi

encapsulada em nanoparticulas, sua toxicidade diminuiu significativamente (5% de
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toxicidade na concentragcdo de 100 uM) (p=0,0095). Este resultado evidencia o efeito

protetor da encapsulagdo do farmaco, permitindo obter formulagdes mais seguras.

A figura 14 mostra a viabilidade celular quando as células foram expostas as

nanoparticulas vazias. Nesta figura observa-se que as nanoparticulas vazias ndo

apresentaram toxicidade até a maxima concentragdo testada, demonstrando que sdo

interessantes sistemas carreadores de farmacos.
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Figura 13: Grafico de viabilidade em células 3T3 com marcador celular MTT de enoxaparina livre e

encapsulada.
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Figura 14: Grafico de viabilidade em células 3T3 com marcador celular MTT de nanoparticulas vazias.
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4.4.Avaliacao in vivo
4.4.1. Inducao de diabetes

Para a inducdo do diabetes seguiu-se o modelo de Reagan-Shaw (2008).
Todos os animais testados apresentaram a doenca, que foi confirmada pela glicemia
capilar apos 4 dias da aplicacdo de estreptozotocina em veia caudal, sendo obtido um
valor de glicemia acima de 250 mg/dL. A glicemia dos animais um dia antes da
indugdo foi medida obtendo-se um valor médio de 134 mg/dL + 15,68. Verificou-se
uma alteracdo significativa, com um valor médio de glicemia de 429 mg/dL + 67,89,
apos 4 dias da aplicagdo do farmaco. Para verificar se houve reversdo do quadro de
diabetes tipo I na dose aplicada durante o experimento (58 mg/kg) foram realizadas
medidas de glicemia e peso dos animais a cada 3 ou 4 dias, até o final do experimento.
Além disso, a quantidade de comida e 4gua administrada aos animais foi controlada.
Verificou-se que ndo houve a reversao do diabetes, sendo que os animais apresentaram
uma glicemia bem elevada e os sinais de polidpsia, politria, polifagia e perda de peso

ficaram evidentes. A figura 15 evidencia seus valores médios e desvios-padrao.

Comparag¢ao entre animais normais e
diabéticos
900
800
700 T
600
500 I
400 W Normais
300 '1 I Diabéticos
200 +
100 - I —
;] T T
Peso (g) Glicemia Consumoagua Consumo
(mg/dL) (mL) comida (g)

Figura 15: Comparagéo de peso, glicemia, consumo de dgua e racdo entre os animais normais e

diabéticos durante os dias do experimento (10).
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4.4.2. Avaliacio macroscépica das ulceras

A avaliagdo macroscopica feita no dia 4 através do teste ANOVA, mostrou que
os animais que foram submetidos ao tratamento tiveram uma diminui¢do no tamanho
da ulcera, sendo que o grupo controle tanto nos animais normais quanto diabéticos
apresentaram o tamanho da ulcera significativamente maior (animais normais
p=0,0367 e diabéticos p=0,0033) do que os animais tratados com gel contendo
nanoparticulas vazias (G2).

A figura 16 evidencia o tamanho da lesdo nos diferentes grupos de tratamento

entre animais normais ¢ diabéticos no quarto dia apos a realizagdo das ulceras.

Contrag¢aoda ulcera d4

100

90 T *
s 80 - T
g 70 - -
=
o 60 - l -
- .
2 50 - — m Normais
E 40 - — Diabéticos
8 30 |
=

20
10 +

Controle G1 G3

Figura 16: Porcentagem do tamanho da ulcera dos animais normais e diabéticos dos diferentes grupos de
tratamento no dia 4 (Controle: gel puro; Gl: Gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo
nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina). O * evidencia diferenca

significativa entre os grupos.

A avaliagdo macroscopica feita no dia 7 evidenciou que os animais diabéticos
apresentavam uma ulcera maior que os normais em quase todos os grupos de
tratamento. Além disso, nos animais diabéticos, o grupo tratado com gel contendo
nanoparticulas vazias (G2) apresentou o menor tamanho de tlcera, sendo significativo
quando comparado ao grupo controle (p=0,0003) e grupo tratado com gel contendo

enoxaparina livre (G1) (p=0,0003), conforme ilustrado na figura 17. Dentre os animais
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normais nao houve significancia (p=0,0783).
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Figura 17: Porcentagem do tamanho da ulcera dos animais normais e diabéticos dos diferentes grupos
de tratamento no dia 7 (Controle: gel puro; Gl: Gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo
nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina). O * evidencia diferenca

significativa entre os grupos.

A avaliagdo macroscdpica do dia 10 evidenciou novamente que os animais
diabéticos apresentavam ulceras maiores, € que o grupo tratado com gel contendo
nanoparticulas vazias (G2) apresentou o menor tamanho de ulcera, sendo que nos
animais diabéticos, este valor foi significativamente menor quando comparado ao
grupo controle (p= 0,0315) e ao grupo tratado com gel contendo nanoparticulas com
enoxaparina (G3) (p=0,0205), conforme ilustrado na figura a seguir (figura 18). Em
relagdo aos animais normais, o grupo tratado com gel contendo nanoparticulas vazias
(G2) apresentou uma ulcera significativamente menor do que o grupo controle
(p=0,0433) ¢ do que o grupo tratado com gel contendo enoxaparina livre (G1)
(p=0,0145). Além disso, o grupo tratado com gel contendo nanoparticulas com
enoxaparina (G3) apresentou uma ulcera significativamente menor do que o tratado

com gel com enoxaparina livre (G1) (p=0,0180), isto esta evidenciado na figura 18.
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Figura 18: Porcentagem do tamanho da ulcera dos animais normais e diabéticos dos diferentes grupos de
tratamento no dia 10 (Controle: gel puro; GI: Gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo

nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

As figuras a seguir mostram o acompanhamento da diminui¢do do tamanho da

ulcera em animais normais de todos os grupos de tratamento (figuras 19-22).

i

C

Figura 19: Fotos de um animal normal do grupo controle tratado com gel puro; A) 4 dias (d4); B) 7 dias

(d7); C) 10 dias (d10) apds a realizagao da tlcera.
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C

Figura 20: Fotos de um animal normal do grupo 1 tratado com gel com enoxaparina livre (2mg/g gel);

A) 4 dias (d4); B) 7 dias (d7); C) 10 dias (d10) apos a realizagdo da tlcera.
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C

Figura 21: Fotos de um animal normal do grupo 2 tratado com gel contendo nanoparticulas vazias

(2mg/g gel); A) 4 dias (d4); B) 7 dias (d7); C) 10 dias (d10) apds a realizagdo da ulcera.

C

Figura 22: Fotos de um animal normal do grupo 3 tratado com gel contendo nanoparticulas com

enoxaparina (2mg/g gel); A) 4 dias (d4); B) 7 dias (d7); C) 10 dias (d10) apés a realizagdo da ulcera.
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Analisando os resultados, pode-se perceber que os animais que foram submetidos
ao tratamento obtiveram uma diminui¢do do tamanho da ulcera, visto que o grupo
controle apresentou valores maiores do que os outros grupos de tratamento em todos os
dias avaliados.

O menor tamanho da tlcera do grupo tratado com gel contendo nanoparticulas
vazias deve estar relacionado ao efeito bactericida e cicatricial da quitosana, presente
nesta formulagao.

Com relagdo a coagulagdo e cicatrizagdo, apesar dos trabalhos na literatura
citarem o fibrinogénio e fibrina como fundamentais na cicatrizagdo (Laurens et al.,
2006), e criticarem o uso de anticoagulantes para o tratamento de feridas, neste
trabalho ndo se verificou um efeito negativo do uso topico de enoxaparina, mesmo
ap6s um aumento de 5 vezes da concentragdo inicial utilizada neste estudo em relagdo
a avaliagd@o macroscdpica das ulceras. Por outro lado, também nao foi verificado um
efeito significativamente benéfico da enoxaparina livre ou encapsulada, quando

comparado ao grupo controle.

4.4.3. Avaliacao histolégica e imunoistoquimica da pele
4.4.3.1. Hematoxilina-eosina

As laminas coradas com hematoxilina-cosina apresentaram o0s seguintes
resultados:

A) Grupo controle — tratado com gel puro

A.1.) Animais normais: em todas as laminas analisadas houve a presenga de
crosta, 75% ndo espessa, e com auséncia de grdos bacterianos. Em 75% a
reepitelizagdo apresentou-se excipiente. Em 100% das laminas a epiderme apresentou-

se delgada e com auséncia de granuloma.
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Figura 23: Foto da lamina corada com HE evidenciando os resultados dos animais normais tratados com

gel puro (controle).

A.2.) Animais diabéticos: em todas as laminas houve a presenca de crosta, sendo
50% espessa, e com a presenga de graos bacterianos. A reepitelizagdo apresentou-se
excipiente em 75% das laminas. Todas as laminas apresentavam epiderme delgada e

auséncia de granuloma.

Figura 24: Foto da 1amina corada com HE evidenciando os resultados dos animais diabéticos tratados

com gel puro.

B) Grupo 1 — tratado com gel contendo enoxaparina livre (2 mg/g gel)
B.1) Animais normais: em 100% das laminas analisadas houve a presenca da

crosta, em 75% a crosta apresentava-se espessa. Em 100% das laminas houve a
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presenca de grios bacterianos na crosta, epiderme delgada e granuloma. Em 75%

observou-se reepitelizagdo excipiente.

Figura 25: Fotos das ldminas coradas com HE evidenciando os resultados dos animais normais tratados

com gel contendo enoxaparina livre (2mg/g gel).

B.2.) Animais diabéticos: em 100% das laminas analisadas houve a presenca de
crosta ndo espessa, sendo que em 50% havia grdos bacterianos. A reepitelizagdo
apresentou-se excipiente nos animais em que a crosta nao continha graos bacterianos, e
ndo excipiente nos animais que apresentavam graos bacterianos na crosta. Observou-se

epiderme delgada e a presenga de granuloma em todas as laminas.

5 B

Figura 26: Foto da 1amina corada com HE evidenciando os resultados dos animais diabéticos tratados

com gel contendo enoxaparina livre (2mg/g gel).

Grupo 2 — tratado com gel contendo nanoparticulas vazias (2mg/g gel)

C.1.)Animais normais e diabéticos: este foi o grupo mais homogéneo. Em todas
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as laminas verificou-se a presenca de crosta ndo espessa (bem delgada), e auséncia de
graos bacterianos. Em 75% das laminas a reepitelizacdo apresentou-se ndo excipiente
(avancada). Em todas as laminas a epiderme apresentou-se delgada, ¢ com auséncia de

granuloma.

Figura 27: Fotos das ldminas coradas com HE evidenciando os resultados dos animais do grupo tratado

com gel contendo nanoparticulas vazias (2mg/g gel); A) Normais; B) Diabéticos.

D) Grupo 3 — tratado com gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (2 mg/g
gel)

D.1.) Animais normais: em todas as laminas analisadas houve a presenga de
crosta, sendo 75% ndo espessa, com auséncia de graos bacterianos. Em todas as
laminas a reepitelizacdo apresentou-se excipiente, epiderme delgada, ¢ auséncia de

granuloma.

81



Figura 28: Foto da 1amina corada com HE evidenciando os resultados dos animais normais tratados com
gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (2mg/g gel).

D.2.) Animais diabéticos: em todas as laminas analisadas houve a presenca de
crosta, 75% ndo espessa, com presenca de graos bacterianos. Em 75% das laminas a
reepitelizagdo apresentou-se excipiente. Em todas as laminas a epiderme apresentou-se

delgada, e com auséncia de granuloma.

Figura 29: Foto da lamina corada com HE evidenciando os resultados dos animais diabéticos

tratados com gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (2 mg/g gel).
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Os resultados descritos anteriormente estdo resumidos na tabela a seguir (tabela
4), sendo que os dados estdo dispostos levando em consideragdo o que foi encontrado
na maioria das laminas (em porcentagem) de cada grupo analisado. Todos os animais
apresentavam crosta ¢ epiderme delgada. Os resultados observados com a adicdo da
quitosana na superficie das nanoparticulas vazias sugerem um efeito bactericida ou de
prevengdo de contaminagao bacteriana. Este ¢ um achado muito interessante, visto que
a contaminagao bacteriana pode dificultar ainda mais o processo de cicatrizagdo, como
comumente ocorre em ulceras cutdneas. Por outro lado, a enoxaparina presente nas
nanoparticulas, parece ter prejudicado esse efeito da quitosana.

Os achados histologicos deste estudo corroboram o efeito cicatricial da quitosana,
ja descrito no tratamento de feridas (Okamoto et al., 1992)

Tabela 4: Resultados das laminas histoldgicas coradas com HE

Grupo  Animal Crosta Grios Reepitelizacdo Granuloma
bacterianos
Espessa Nao + - Nao Excipiente  + -
espessa excipien
te

¢ Normal X X X X
Controle Diabético X X X X X

¢ Normal X X X X

Gl Diabético X X X X X X
¢ Normal X X X X
G2 Diabético X X X X
¢ Normal X X X X
G3 Diabético X X X X

KD

“+” representa presenca e auséncia (Controle: gel puro; G1: Gel com enoxaparina livre; G2: gel

contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

Nao se pode fazer nenhuma hipdtese de relagdo entre o tipo de alteragdo
histologica presente na lamina e a presenga de um fator exclusivo, como por exemplo,
quitosana, enoxaparina, gel, etc. Um dado interessante, é que os animais diabéticos

apresentaram achados muito semelhantes aos observados nos animais normais. Talvez
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o tempo de doenca ndo tenha sido suficiente para promover alteragdes na
microcirculagdo e sistema nervoso autdnomo, que poderiam ter ocasionado diferengas
entre 0s 2 grupos.

Em relagdo a presenca de granuloma apenas no grupo 1, ndo podemos afirmar
que esteja relacionado ao tipo de tratamento, pois o mesmo pode ter se formado em
resposta a outros fatores presentes durante o periodo de experimentagdo, como a
maravalha aderida a ulcera. Este fator ndo foi controlado, e portanto ndo se pode fazer
uma correlagdo entre a presenga do granuloma e resposta inflamatdria a maravalha ou a

enoxaparina.

4.4.3.2. Imunoistoquimica
As fotos apresentadas na figura 30 demonstram os controles positivo € negativo

para macrofagos, identificados pelo anticorpo CD68, em bago de rato.

A B

Figura 30: Fotos dos controles (bago de rato) utilizados para imunistoquimica x10; A) controle negativo;

B) controle positivo.

A figura 31 demonstra os controles positivo € negativo para vasos €
miofibroblastos, identificados pelo anticorpo a-actina de musculo liso, em musculo

estriado esquelético.
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A B

Figura 31: Fotos dos controles (musculo estriado esquelético) utilizados para imunistoquimica x10; A)

controle negativo; B) controle positivo.

As imagens a seguir (figura 32) apresentam os macréfagos positivos identificados pelo
anticorpo CD68, vasos e miofibroblastos identificados pelo anticorpo a-actina de

musculo liso em maior aumento (40x).
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C

Figura 32: Foto das laminas de imunoistoquimica evidenciado as marcagdes obtidas através dos
anticorpos utilizados x40; A) macréfagos marcados por CD68; B) vasos marcados por o-actina de

musculo liso; C) miofibroblastos marcados por a-actina de musculo liso.

A quantificacdo de macréfagos pela imunoistoquimica demonstrou que os
animais diabéticos apresentavam um maior numero dessas células na area avaliada
quando comparados aos normais, em quase todos os tipos de tratamento, com excegao
do grupo tratado com gel contendo enoxaparina livre (2m/g gel) (figura 33). Outro
achado foi a maior concentragdo de macrdfagos no tecido de granulagao superficial
em relagdo ao tecido de granulagdo profundo.

Observou-se que o grupo tratado com enoxaparina livre (G1) apresentou o menor
nimero de macréfagos na area avaliada. Em relagdo aos animais diabéticos, este grupo
apresentou valores significativamente menores da quantidade de macréfagos quando
comparados com o grupo controle e o grupo tratado com gel contendo nanoparticulas
com enoxaparina (G3) (p<0,0001), e também quando comparado ao grupo tratado com
gel contendo nanoparticulas vazias (p=0,001). Em relagdo aos animas normais, o grupo
tratado com gel contendo nanoparticulas vazias apresentou o maior nimero de
macrofagos na area ulcerada, sendo este valor significativo quando comparado aos

grupos tratados com gel com enoxaparina livre (G1) (p=0,0096) e¢ gel contendo
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nanoparticulas com enoxaparina (G3) (p=0,0309).
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Figura 33: Gréfico da quantidade de macréfagos (identificados por CD68) na area da ulcerada, no
décimo dia, em animais normais e diabéticos (Controle: gel puro; G1: gel com enoxaparina livre; G2:

gel contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

Estes resultados evidenciam o efeito anti-inflamatorio da enoxaparina, oriundo
do menor recrutamento destas células no local de injuria, e da intervencdo no
recrutamento de leucocitos da vasculatura para a area da injuria, como ja descrito na
literatura (Civelek et al., 2007; Ravikumar ef al., 2006). Com estes achados, percebe-se
que ndo houve uma relacdo entre 0 menor tamanho da tUlcera e a quantidade de
macrofagos, ou seja, a diminui¢do da resposta inflamatoria ndo foi relacionada a uma
melhor cicatrizagdo em modelo de ulceras agudas, utilizadas neste estudo.

A quantificacdo de vasos sanguineos pela imunoistoquimica evidenciou que os
animais que receberam tratamento tiveram um aumento na quantidade de vasos
sanguineos, como representado na figura 34. Dentre os animais diabéticos, a analise
estatistica revelou que todos os grupos tratados apresentaram valores
significativamente maiores do que o grupo controle: grupo tratado com enoxaparina
livre (G1) (p=0,0076), grupo tratado com gel contendo nanoparticulas com

enoxaparina (G3) e vazias (G2) (p<0,0001). Em relagdo aos animais normais, 0 grupo
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tratado com gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (G3) apresentou valores
significativamente elevados da quantidade de vasos sanguineos quando comparados ao
grupo controle (p=0,0187) e gel com nanoparticulas vazias (G2) (p=0,0281),
evidenciando que os animais tratados com enoxaparina tiveram uma tendéncia ao
aumento na quantidade de vasos sanguineos. Outro achado foi a maior concentragao de
vasos sanguineos no tecido de granulagao profundo em relagdo ao tecido de granulagao

superficial.

4,5

2,5 I W Normais

2 - Diabéticos

1,5 - —

Vv vasos sanguineos (%)

Controle G1 G2 G3

Figura 34: Grafico da quantidade de vasos sanguineos (identificados por a-actina de musculo liso) na
area ulcerada, no décimo dia, em animais normais e diabéticos (Controle: gel puro; Gl:gel com
enoxaparina livre; G2: gel contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com

enoxaparina).

O maior nimero de vasos sanguineos nos grupos tratados com enoxaparina pode
ser devido a interacdo da enoxaparina com VEGF e também pelo seu efeito
quimiotatico sobre as células endoteliais, favorecendo assim a angiogénese
(Ravikumar et al., 20006).

A quantificagdo de miofibroblastos pela imunoistoquimica evidenciou que os
animais diabéticos apresentaram uma maior quantidade de miofibroblastos na area

ulcerada, como ilustrado na figura a seguir (figura 35). Em rela¢do aos animais
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diabéticos, o grupo tratado com enoxaparina livre (G1) apresentou a maior quantidade
de miofibroblastos, sendo significativo quando comparado ao grupo controle
(p=0,0184), grupo tratado com gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (G3) e
vazias (G2) (p=0,0002). Dentre os normais, o grupo tratado com gel contendo
nanoparticulas com enoxaparina (G3) apresentou a menor quantidade de
miofibroblastos, sendo este valor significativo quando comparado ao grupo controle
(p=0,0147), grupo tratado com gel com enoxaparina (Gl) (p=0,0089) e gel com
nanoparticulas vazias (p=0,0079). Outro achado foi a maior concentracdo de

miofibroblastos no tecido de granulagao superficial em relagdo ao tecido de granulagao

profundo.
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Figura 35: Gréfico da quantidade de miofibroblastos (identificados por a-actina de musculo liso) na area
ulcerada, no décimo dia, em animais normais e diabéticos (Controle: gel puro; G1: Gel com enoxaparina

livre; G2: gel contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

Com estes resultados, percebe-se que nao houve uma relagdo de maior
quantidade de miofibroblastos com menor tamanho de ulcera, ou melhor cicatrizagao,
até o dia avaliado (décimo dia apos a injaria), pois o grupo tratado com gel com
enoxaparina (G1) que teve um valor levemente aumentado de miofibroblastos ndo

apresentou o menor tamanho de ulcera. Estes resultados sugerem que apesar da
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importancia dos miofibroblastos no processo cicatricial, o seu aumento nao estd

necessariamente associado a uma cicatriza¢ao mais eficiente.

4.4.4. Avaliacao da toxicidade

Todos os pardmetros do hemograma estavam dentro da normalidade, de acordo
com Melo et al. (2012), evidenciando que ndo houve efeitos toxico ou colaterais com o
uso das diversas formulagoes. Esses resultados foram semelhantes quando avaliados nos
diferentes grupos de estudo. A enoxaparina poderia induzir plaquetopenia, mas isto foi
descartado com esses resultados. Outra possibilidade ¢ que a enoxaparina e/ou
nanoparticulas nao tenham sido absorvidas, e por isso ndo se observaram efeitos
toxicos. Os valores expressos em média e desvio-padrao estdo representados na tabela

5.

Tabela 5: Resultados do hemograma dos animais

WBC RBC Hb HCT PIt

(kpL) (ML) (gdL) (%) (kL)
Média 5.23 7.02 13.70  39.10 555.03
DP 1.87 0.62 1.06 3.34 63.80

Nenhuma das formulagdes estudadas ocasionou toxicidade hepatica ou renal,
avaliadas neste projeto pelos valores de ALT, AST, e uréia e creatinina,
respectivamente (Melo et al., 2012). Da mesma forma, ndo se observou diferengas
nesses parametros quando os animais foram separados de acordo com os grupos de
estudo. A tabela 6 evidencia os valores expressos em média e desvio-padrdo, que
estavam dentro da normalidade. Portanto, esses resultados sugerem que essas
formulag¢des ndo sdo hepatotoxicas ou nefrotoxicas, dentro desse periodo de andlise; ou
que os efeitos toxicos ndo foram observados porque as diversas formulagdes ndo

alcangaram a corrente sanguinea.
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Tabela 6: Resultados da avaliagao da fung@o hepatica e renal dos animais

ALT AST Uréia Creatinina
(U/L) (U/L) (mg/dL) (U/L)
Média 45.5 1359 51.5 0.45
DP 3.5 15.3 3.6 0.03

4.4.5. Analise da atividade anticoagulante

Para verificar se houve absor¢ao sistémica da enoxaparina livre ou encapsulada
nas nanoparticulas apds a sua aplicagdo topica, avaliou-se a atividade anti-Xa no plasma
dos animais. Este método ¢ amplamente utilizado em estudos in vivo com enoxaparina.
Como ndo se detectou atividade anti-Xa plasmatica, uma primeira possibilidade ¢ que a
enoxaparina ndo foi absorvida. Outra hipdtese é que a enoxaparina possa ter sido
absorvida, mas que ndo apresente atividade anticoagulante, ou que a quantidade
absorvida tenha sido muito pequena, ndo sendo possivel a deteccdo de sua atividade
anti-Xa no plasma dos animais. O emprego de uma técnica de avaliagdo quantitativa de

enoxaparina no plasma pode elucidar essas hipoteses.

4.4.6. Analises bioquimicas

e Dosagem de proteinas totais

A curva de calibracao das proteinas foi realizada pelo método de Bradford, e estd
representada na figura a seguir (figura 36). A equacdo da reta foi Y= 0,007 + 0,0021 X

e o coeficiente de correlacao foi de 0,990.
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Equation y=a+b
0259 | Adi. R-Squar 0,99033
Value Standard Err
020 B Intercept 0,007 0,00641
' B Slope 0,021 0,00105
0,154
8
< 0,10 4
0,05
0,00
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Concentracao (ug/20 uL)

Figura 36: Curva de calibragdo da dosagem de proteinas obtida pelo método de Bradford.

A partir da curva de calibragdo foram calculados os valores da concentracdo de
proteinas tanto plasmatica quanto tecidual, nos animais dos diferentes grupos de
tratamento. Esta dosagem foi feita para determinar o valor de outras dosagens que s@o

calculadas a partir da quantidade de proteinas presentes na amostra.

e Dosagem de TBARS

A curva de calibragdo da dosagem de TBARS foi realizada por método
colorimétrico, e esta representada na figura a seguir (figura 37). A equacdo da reta foi

Y= 10,0407 + 0,0249 X e o coeficiente de correlacdo foi de 0,996.
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Equation y=a+b*
Adj. R-Squar  0,99603

2,54 Value  Standard Err
D Intercept = 0,0407 0,02366
D Slope 0,0249  5,95296E-4
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Figura 37: Curva de calibragdo da dosagem de TBARS obtida por método colorimétrico.

A partir da curva de calibragdo foram calculados os valores da concentragdo de
malondialdeido (MDA), que ¢ um dos subprodutos da lipoperoxidagdo, reativo ao
aquecimento do acido tiobarbiturico. Esta dosagem foi feita no plasma e no tecido
crostoso dos animais nos diferentes grupos de tratamento.

Com relacdo a dosagem de TBARS tecidual, tanto os animais normais quanto os
diabéticos dos grupos tratados com enoxaparina livre e encapsulada, G1 e G3
respectivamente, apresentaram um valor mais elevado do que os outros animais de
outros grupos de tratamento. Contudo, este aumento ndo foi significativo quando
analisado estatisticamente (diabéticos p=0,0953 e normais p=0,1100). Os valores estdo

evidenciados na figura que se segue (figura 38).
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Figura 38: Resultados da concentragdo de MDA encontradas no tecido crostoso dos animais normais e
diabéticos dos diferentes grupos de tratamento (Controle: gel puro; G1: gel com enoxaparina livre; G2:

gel contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

A figura 39 apresenta os valores de TBARS plasmatico nos grupos normal e
diabético, de acordo com o tipo de formulag¢ao utilizada.
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Grafico 39: Resultados da concentragio de MDA encontrados no plasma dos animais normais e
diabéticos dos diferentes grupos de tratamento (Controle: gel puro; G1: gel com enoxaparina livre; G2:

gel contendo nanoparticulas vazias e G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

Analisando os graficos, percebe-se que o grupo tratado com gel contendo
nanoparticulas vazias (G2), foi o que apresentou a menor concentragcdo plasmatica de

TBARS, quando comparado a todos os outros grupos de tratamento, normais ou
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diabéticos. Este valor diminuido foi considerado significativo (p<0,0001) quando
comparado a todos os outros grupos de tratamento, incluindo o controle. Esse achado
sugere que as nanoparticulas vazias apresentam algum efeito protetor, que se perde
quando s3o incorporados outros elementos ao gel de tratamento. Talvez o efeito
bactericida da quitosana possa ser o responsavel por esse achado, pois o grupo tratado
com gel contendo nanoparticulas vazias ndo apresentou nenhuma contaminagdo
bacteriana quando analisado por HE; ja os outros grupos apresentaram bactérias,

quando visualizados microscopicamente.

e Dosagem de nitrito

A curva de calibracio da dosagem de nitrito foi realizada por método
colorimétrico, e esta representada na figura abaixo (figura 40). A equacdo da reta foi

Y=10,01047 + 0,0123 X e o coeficiente de correlagdo foi de 0,999.

1,4 4

Equation y=a+b*
1,2 1 Adj. R-Square  0,99964
Value  Standard Error
10 Abs Intercept  0,01047 0,00427
1 Abs Slope 0,0123 8,79298E-5
0,8
8 0,6
< v
0,4 4
0,2 1
0,04

0 20 40 60 80 100

Concentracao (umol)

Figura 40: Curva de calibragao da dosagem de nitrito obtida por método colorimétrico.

A dosagem de nitrito tecidual apresentou valores maiores nos animais diabéticos

do que nos normais. Em relagdo aos animais diabéticos, os grupos tratados com

95



enoxaparina livre (G1) ou encapsulada (G3) apresentaram valores significativamente
maiores (p=0,0066) do que o grupo controle ¢ do que o grupo tratado com gel
contendo nanoparticulas vazias (G2). Quando analisados os animais normais, 0 grupo
tratado com gel contendo nanoparticulas vazias apresentou o menor valor de nitrito
tecidual e este valor foi significativo (p=0,0267) quando comparado ao grupo tratado
com gel contendo nanoparticulas com enoxaparina (G3), conforme evidenciado na

figura a seguir (figura 41).
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Figura 41: Resultados da concentragdo de nitrito tecidual dos animais normais e diabéticos dos
diferentes grupos de tratamento (Controle: gel puro; G1: Gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo

nanoparticulas vazias; G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

A dosagem plasmatica evidenciou que os animais diabéticos apresentavam
valores maiores do que os animais normais, conforme verificado na figura a seguir
(figura 42). Em relagdo aos animais diabéticos, igualmente a dosagem de nitrito
tecidual, os grupos tratados com enoxaparina livre (Gl) e encapsulada (G3)
apresentaram dosagens significativamente maiores (p<0,0001) do que os grupos
controle e tratado com gel contendo nanoparticulas vazias (G2). Dentre os animais
normais, o grupo tratado com gel contendo nanoparticulas vazias (G2) apresentou

valores significativamente menores (p=0,0001) da quantidade de nitrito plasmatico do
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que todos os outros grupos de tratamento, inclusive do controle.

NO2 plasmatico normais NO2 plasmatico diabéticos
150+ 150-

s c
2 2
[ ()
S 1001 T 100+
N N
o o)
Z 504 Z 50 = -
[ o
£ é é = = N e

0 T T T T T o T T T T T

(.\éo\e 0\ C‘;l' 0’5 (,\60\0 0\ 0'1' ]
® ®

Figura 42: Resultados da concentragao de nitrito plasmatico nos animais normais e diabéticos dos
diferentes grupos de tratamento (Controle: gel puro; G1: Gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo

nanoparticulas vazias; G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

As dosagens aumentadas dos marcadores de estresse oxidativo, TBARS e nitrito,
nos animais diabéticos em relagdo aos normais pode ser devido a auto-oxidagdo da
glicose, a formacdo de produtos finais de glicagdo avangada e as mudangas no
conteudo e atividade no sistema de defesa antioxidante do tecido, presentes nessa
doenga (Silva et al., 2011).

Com rela¢do ao tratamento, verificam-se valores aumentados de TBARS e
nitrito, nos grupos tratados com enoxaparina. Bryan et al. (2012), referem que a
cicatrizagdo ¢ afetada de acordo com a quantidade de espécies reativas de oxigé€nio
(EROS), uma vez que a supressdo de EROS pode resultar em infecgio, e sua elevagio
pode resultar na destrui¢do do tecido estromal saudavel. Portanto, o aumento desses
marcadores observados neste estudo pode ser uma tentativa de eliminagdo bacteriana
na ulcera, contribuindo para sua cicatrizagdo. O aumento desses marcadores no plasma

dos animais pode ser um reflexo do aumento tecidual.
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e Atividade da catalase

Os resultados de atividade da catalase apresentaram valores semelhantes entre os
animais normais e diabéticos, e ndo tiveram influéncia do tratamento, evidenciando
que o sistema antioxidante manteve-se estavel. Os resultados estdo expressos na figura
seguinte (figura 43). Estes resultados n3o foram significativos quando analisados

estatisticamente (diabéticos p=0,1907 e normais p=0,8899).
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Figura 43: Resultados da atividade da catalase nos animais normais e diabéticos dos diferentes grupos de
tratamento (Controle: gel puro; G1: gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo nanoparticulas vazias;

G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).

e Hidroxiprolina

A curva de calibragcdo da dosagem de hidroxiprolina foi realizada por método
colorimétrico, e estd representada na figura a seguir (figura 44). A equagdo da reta foi

Y=0,0216 + 0,0755 X ¢ o coeficiente de correlagdo foi de 0,993.
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Figura 44: Curva de calibragdo da dosagem hidroxiprolina obtida por método colorimétrico.

Os resultados da dosagem de hidroxiprolina (OH-prolina), que representam a
concentracdo de coldgeno no tecido crostoso foram semelhantes, sem diferenca
significativa entre os tratamentos empregados em animais diabéticos (p=0,0953) ou

normais (p=0,1100). Os valores de hidroxiprolina estdo apresentados na figura a seguir

(figura 45).
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Figura 45: Resultados da dosagem de hidroxiprolina nos animais normais e diabéticos dos diferentes
grupos de tratamento (Controle: gel puro; Gl: gel com enoxaparina livre; G2: gel contendo

nanoparticulas vazias; G3: gel contendo nanoparticulas com enoxaparina).
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Nao se verificou correlagdo entre a quantidade de colageno e o tamanho da
ulcera. Isto evidencia que a cicatrizagdo € um processo multifatorial, e que o resultado
final vai depender da interacdo entre os mesmos.

A cicatrizagdo envolve diversos processos, e a somatoria de todos culmina com
um efeito favoravel ou ndo. A utilizagdo da heparina como adjuvante na cicatrizagio
tem sido debatida, uma vez que ha discordancia entre os resultados relatados na
literatura. Apesar de alguns autores referirem aumento do colageno e da epitelizagdo, e
diminui¢ao do processo inflamatorio com o uso da heparina € importante ressaltar que
isso ndo significa obrigatoriamente uma melhor cicatrizagdo, no que se refere a tempo
e tamanho de les@o (Kus e Bienkiewicz, 2006; Civelek et al., 2007).

Os resultados deste estudo ndo mostraram aumento de coldgeno durante o
processo de cicatrizagdo das ulceras com a utilizacdo da enoxaparina por via tdpica.
Por outro lado observou-se diminui¢cdo de macrofagos. Em relagdo ao tamanho das
ulceras, o grupo com enoxaparina livre mostrou maior area, quando comparado ao
tratamento com enoxaparina encapsulada ou apenas nanoparticulas.

Uma possibilidade ¢ que a liberagdo de enoxaparina encapsulada seja pequena,
atuando minimamente no processo cicatricial. Outra hipotese é que a enoxaparina
encapsulada pode perder pelo menos em parte sua atividade durante o periodo de
encapsulamento e liberagdo, ou mesmo ndo seja liberada totalmente.

Um outro achado foi o aumento de marcadores de estresse oxidativo no grupo
tratado com enoxaparina encapsulada, ou no grupo diabético tratado com enoxaparina
livre. Esses achados evidenciam que nem sempre ha uma correlagdo entre esses
marcadores e a evolucdo da cicatrizagdo, uma vez que esses grupos de animais
apresentaram um tempo de cicatrizagdo menor que o grupo controle, em que esses

parametros eram menores.
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De uma forma global, nossos resultados sugerem que apesar da enoxaparina livre
ter um efeito superior ao grupo controle no processo de cicatrizagdo, a adigdo de
nanoparticulas mostrou os melhores resultados, tanto macro como microscopicamente.

As nanoparticulas empregadas contém a quitosana, ja descrita como um
importante adjuvante no processo cicatricial. Os resultados observados evidenciam a
quitosana como associada a melhor cicatrizagdo macro e microscdpica, ou pelos
métodos bioquimicos empregados neste estudo.

O unico estudo que avaliou o uso de heparina por via topica em modelo animal
de ulcera, tendo pomada como veiculo, tem como critica a inclusdo de apenas 2
animais por grupo, e somente ter feito a avaliagdo macroscopica e histologica por HE
(Kweon et al, 2003). Apesar de nossos resultados mostrarem que a adi¢do de
quitosana a enoxaparina favoreceu a cicatriza¢do, diminuindo o tamanho da lesdo, a
quitosana isolada foi mais benéfica, diferentemente desse estudo (2003).

Também ¢é importante salientar que este modelo é considerado um modelo agudo
de ulceras, e talvez o efeito da enoxaparina nas ulceras consideradas non-healing possa

ser diferente.
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5- CONCLUSAO
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Este estudo demonstrou que através do método de dupla emulsdo A/O/A e
evaporagdo do solvente foi possivel o encapsulamento eficiente de enoxaparina em
nanoparticulas recobertas com quitosana.

As nanoparticulas mostraram-se estaveis, relativamente homogéneas e com carga
superficial positiva, evidenciando o recobrimento das particulas com a quitosana. As
nanoparticulas produzidas ndo apresentaram citotoxicidade em modelo de cultura de
fibroblastos, mas demonstraram aumento do estresse oxidativo em modelos animais.
Por outro lado, ndo ocasionaram nefrotoxicidade, hepatotoxicidade ou alteragdes
hematologicas em modelos in vivo.

O modelo de ulcera em ratos foi padronizado e mostrou-se reprodutivel para
experimentacao.

Neste modelo de tlcera, a enoxaparina livre ou encapsulada teve um efeito
superior sobre o processo cicatricial em comparag@o ao grupo controle.

As nanoparticulas vazias foram as que mais contribuiram para um processo
cicatricial eficiente, evidenciando que a quitosana deve ter um importante papel na
cicatrizacgao.

Em comparagdo a enoxaparina livre e as nanoparticulas vazias, a enoxaparina
encapsulada teve um efeito intermediario sobre a cicatrizacdo, que pode ser
interpretado como um efeito favoravel da quitosana sobre o efeito da enoxaparina.

Com esses resultados, o uso de nanoparticulas com enoxaparina ou outro
farmaco, recobertas de quitosana, deve ser comparado a tratamentos convencionais de
ulceras, podendo se constituir numa alternativa promissora para auxiliar no processo de

cicatrizagao.
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ANEXO 1

v,
¥

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2290-1, sobre "Avaliagao da acdo do uso
topico de heparina encapsulada em nanoparticulas poliméricas recobertas

com_guitosana em modelo de ulcera animal de pele em ratos", sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi / Stephany

Cares Huber, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 18 de
outubro de 2010

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2290-1, entitled " ", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Resear;h (State University of
Campinas - Unicamp) on October 18, 2010.

Campinas, 18 de outubro de 2010.

Profa. Dra. Ana Mafia A. Guar do Fatima Arcm_so'

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail comisib@unicamp br
13083-970 Campinas, SP - Brasil hitp./iwww.ib.unicamp briceeal
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