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RESUMO

A Trombose Venosa Profunda (TVP) é definida como uma oclusao parcial ou total
da circulacao venosa profunda. A heparina € um farmaco com acao anticoagulante
e antitromboética utilizado desde 1930. O custo, a via de administracao
(endovenosa ou subcutanea) e as doses repetidas sao algumas das limitagdes do
seu uso. Assim, o desenvolvimento de um produto que possa ser administrado por
via subcutanea ou oral em um menor numero de aplicacdes, torna-se um
importante desafio e de grande aplicabilidade clinica. Sistemas de liberacao
sustentada permitem que o farmaco seja encapsulado e liberado gradativamente.
Este estudo constituiu na preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo in vivo de
nanoparticulas de poli (e-caprolactona) (PCL) e quitosana como carreadores de
heparina de baixo peso molecular (enoxaparina). As nanoparticulas foram
preparadas pelo método de dupla emulsdao agua/dleo/agua e evaporacdo do
solvente. A caracterizagdo das nanoparticulas foi realizada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), onde foram observadas particulas esféricas e
homogéneas. O didmetro médio das nanoparticulas foi de 512,8 £ 13,8 nm e o
potencial zeta foi de +30,9 = 1,3 mV. A eficiéncia de encapsulamento, analisada
pelo método Azure Il foi de 99,04 + 0,001 %. A atividade anticoagulante in vivo da
enoxaparina encapsulada foi avaliada pela atividade anti-Xa plasmética, através
de método colorimétrico. Quando a enoxaparina livre foi administrada por via
subcutanea observou-se um pico de atividade (0,5 Ul/mL) em 1 hora, com um

decréscimo gradual até 6 horas. A atividade anticoagulante da enoxaparina
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encapsulada em nanoparticulas manteve-se por até 14 horas, quando foi
administrada por via subcutanea, sugerindo que as nanoparticulas podem permitir
que a enoxaparina seja liberada de forma gradual, podendo ser uma vantagem na
pratica clinica. Apoés a administracdo das nanoparticulas por via oral ndo se
observou nenhuma atividade em até 14 horas, sugerindo que as nanoparticulas
nao tenham sido absorvidas ou a enoxaparina tenha sido degragada no trato
gastrointestinal. Para avaliacao do efeito antitrombético foi padronizado o modelo
de TVP por estase e hipercoagulabilidade em ratos. Ap6s administracao
subcutanea, houve uma significativa diminuicdo do tamanho do trombo formado
tanto com o emprego de enoxaparina livre (p= 0,002) como apds encapsulamento
em nanoparticulas (p= 0,0411) em comparacao ao grupo controle. Quando foram
administradas nanoparticulas por via oral, os resultados mostraram que nao houve
diferenca estatistica em comparagao ao grupo controle (p= 0,9476) e a um grupo
de nanoparticulas vazias (p= 0,9372). Em resumo, o método de dupla emulsao
a/o/a mostrou-se eficiente para o encapsulamento de enoxaparina,
proporcionando a obtencdo de nanoparticulas esféricas e com alta eficiéncia de
encapsulamento. Pelos estudos in vivo, a enoxaparina encapsulada mostrou uma
atividade anticoagulante com liberagdo sustentada, por um periodo superior ao
obtido com a enoxaparina livre, com excelente efeito antitrombdtico quando
administrada por via subcutanea. Contudo, ndo se observou nenhum efeito
anticoagulante ou antitromboético quando as nanoparticulas foram administradas
por via oral. Novos experimentos com quitosanas de diferentes massas molares
serdo necessarios na tentativa de possibilitar a absorcdo oral dessas

nanoparticulas.
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ABSTRACT

Deep vein thrombosis (DVT) is defined as partial or total occlusion of the deep
venous circulation. Heparin is a drug with anticoagulant and antithrombotic action
used since 1930. The costs, administration vias (intravenous or subcutaneous) and
the repeated doses are some limitations of its use. Thus, the development of a
product that could be administered subcutaneous or orally in a smaller number of
applications becomes a major challenge with huge clinical applicability. Sustained
release systems allow the medication to be gradually encapsulated and released.
This study was based on the preparation, characterization and in vivo evaluation of
nanoparticles of poly (e-caprolactone) (PCL) and chitosan as carriers of low
molecular weight heparin (enoxaparin). The nanoparticles were prepared by the
double emulsion water/oil/water method and solvent evaporation. The
nanoparticles characterization was performed by scanning electron microscopy
(SEM), in which were observed spherical and homogeneous particles. The
average diameter of the nanoparticles was 512.8 + 13.8 nm and the zeta potential
was +30.9 £ 1.3 mV. The encapsulation efficiency, analyzed by Azure Il method,
was 99.04 + 0.001%. The in vivo anticoagulant activity of the encapsulated
enoxaparin was evaluated by plasmatic anti-Xa activity performed by colorimetric
method. When the free enoxaparin was subcutaneously administered a peak of
activity was observed (0.5 IU/mL) in 1 hour with a gradual decrease until 6 hours.
The anticoagulant activity of the nanoparticles encapsulated enoxaparin was kept
until 14 hours when it was administered subcutaneously, suggesting that

nanoparticles may allow the enoxaparin release by a gradual way, what could be
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an advantage on clinical practice. After the oral administration of the nanoparticles,
any activity could be observed in until 14 hours, suggesting that or the
nanoparticles might be not absorbed or the enoxaparin might be degraded on the
gastrointestinal tract. In order to evaluate its antithrombotic effect, it was
standardized a model of DVT by stasis and hypercoagulability in rats. After
subcutaneous administration, there was a significative reduction on the thrombus
size both with free enoxaparin (p= 0.002) and after encapsulation (p= 0.0411) in
comparison with control group. When nanoparticles were administered orally, the
results showed no statistical difference compared to the control group (p = 0.9476)
and to a group of empty nanoparticles (p = 0.9372). In summary, the double
emulsion method w/o/w was efficient for the enoxaparin encapsulation, providing
the obtainment of spherical nanoparticles with high encapsulation efficiency. For in
vivo studies, the encapsulated enoxaparin showed a sustained release
anticoagulant activity for a higher period than that obtained with free enoxaparin,
with an excellent antithrombotic effect when administered subcutaneously.
However, there was no anticoagulant or antithrombotic effect when the
nanoparticles were administered orally. Further experiments with chitosans of
different molecular weights will be needed on the attempt to allow the oral

absorption of these nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

1.1. Trombose Venosa Profunda

A Trombose Venosa Profunda (TVP) é um dos mais importantes
problemas de Saude Publica, com uma incidéncia anual estimada de 67 em cada
100.000 individuos na populacgao (Silverstein et al, 1998; White, 2003).

Conforme j& descrito por Virchow ha mais de um século, e ainda
considerado um conceito aplicavel, as bases fisiopatolégicas da TVP sao:
alteracao da parede do vaso, do fluxo sanguineo, e/ou da composi¢cao sanguinea
(Rosendaal, 2005).

A TVP é considerada uma doenca multifatorial em que a interacéo de
fatores genéticos e ambientais podem desencadear o processo trombdtico.
Contudo, nem todos os fatores sdo conhecidos e isto explica o fato de ocorrer TVP
em pacientes aparentemente sem nenhum fator de risco evidente (Barros-Sena e
Genestra, 2008).

A formacdo de um coagulo obstrutivo que define a trombose é o
produto final de um desequilibrio de fatores pro-coagulantes, anticoagulantes e
fibrinoliticos.

Em geral o membro inferior é o sitio mais frequentemente acometido
pela TVP. O trombo no sistema venoso profundo pode levar a oclusao total do
segmento vascular envolvido, ou a qualquer momento pode desprender-se da
parede e causar tromboembolismo pulmonar (TEP). Caso o trombo permaneca
aderido a parede do vaso, o sistema fibrinolitico ira pouco a pouco dissolvé-lo.

Quando esta dissolugdo ndo é completa, ocorre organizacao e incorporagao do
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trombo a parede do vaso. Em geral o trombo se forma proximo as valvulas dos
vasos, e sua organizacdo pode resultar em incompeténcia valvular e estase
venosa (Moser, 1990).

As complicagbes agudas da TVP incluem o aumento do trombo durante
o tratamento, sua embolizacdo, e a morte do paciente, em geral decorrente de
TEP macico. Complicagdes tardias podem incluir a sindrome pés-trombotica, a
hipertensao pulmonar e as recorréncias (Cater, 1994).

A trombofilia é definida como uma predisposicéo a trombose decorrente
de alteracdes hereditarias ou adquiridas da coagulacdo ou da fibrindlise, que
levam a um estado pré-trombotico. As trombofilias hereditarias sédo, na maior parte
dos casos, decorrentes de alteragdes ligadas aos inibidores fisiolégicos da
coagulacao (antitrombina, proteina C, proteina S), ou de mutacdes de fatores da
coagulacao (mutacdo G20210A no gene da protrombina e mutacdo G1691A no
gene do FV - FV Leiden). A trombofilia é adquirida quando é decorrente de uma
condigdo nao hereditaria, e sdo os fatores mais comuns. Entre os fatores
adquiridos podemos citar: neoplasias, presenca do anticorpo antifosfolipide (SAF),
imobilizacdo, cirurgias, terapia de reposicdo hormonal, anticoncepcionais
hormonais, doencas mieloproliferativas, entre outros (D’Amico, 2003).

O tratamento da TVP baseia-se no uso de anticoagulantes, que devem
ter uma acao rapida, para evitar o aumento do trombo e o TEP, e prevenir eventos
recorrentes em longo prazo (Scarvelis et al, 2006).

A heparina € o principal anticoagulante utilizado, tanto para o
tratamento da TVP na fase aguda, como para a prevengdo em situagdes de risco

de trombose.
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1.2. Heparina

A heparina é um farmaco com acdo antitrombética, amplamente
utilizada desde 1930 (Longhi et al, 2001). E um polissacarideo sulfatado obtido a
partir de tecidos animais, suino e bovino. E o segundo agente terapéutico natural
mais utilizado no mundo, superado apenas pela insulina. Foi também gracas a
descoberta da heparina que ocorreu um dos avangos mais importantes para o
desenvolvimento das cirurgias cardiacas, com utilizacdo da circulacao
extracorpérea (CEC) (Melo et al, 2008).

A heparina é formada por uma mistura heterogénea de
glicosaminoglicanos e polissacarideos compostos por longas cadeias de
dissacarideos repetidos (hexosamina e acido glucurénico ou idurénico) (figura 1).
A composicao das heparinas disponiveis atualmente apresenta ampla variacao
quanto ao peso molecular, atividade anticoagulante e propriedades
farmacocinéticas. A heparina apresenta moléculas com peso que variam de 3 a 30

kDa, mas a maioria esta entre 12 e 15 kDa.

COO ~ CH,0S04 COO~ CH,0X
0SO03~ NHSO; ™~ (0)4 NHY |n

Sequéncia maior Sequéncia varidvel

Figura 1: Estrutura da heparina

A heparina € um anticoagulante indireto que atua como cofator da

antitrombina, um anticoagulante natural. Ela se liga a sitios de lisina da
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antitrombina induzindo sua mudanca conformacional, que expde alguns sitios
arginina, convertendo-a em um potente inibidor da coagulacdo. A acao
anticoagulante da antitrombina ocorre pela formacdo de uma ligagdo covalente
irreversivel entre o sitio reativo arginina da antitrombina e os sitios serina dos
fatores de coagulacgéao.

O complexo heparina-antitrombina inativa principalmente a trombina
(fator lla) e o fator Xa e, com menor afinidade os fatores IXa, Xla e Xlla. Para
inativacao da trombina é necessaria a formagcdo de um complexo ternario entre a
heparina e a antitrombina/trombina. A formacao desse complexo promove maior
aproximacao dos sitios ativos da antitrombina/trombina. Somente cadeias com
mais de 18 sacarideos, contendo o pentassacarideo de alta afinidade tem essa
capacidade. Por outro lado, a inativacdo do fator Xa e dos outros fatores de
coagulagcao nao requer a formacao desse complexo (Jiao et al, 2002).

A heparina é um farmaco macromolecular hidrofilico com carga
superficial negativa. Esta propriedade fisico-quimica da heparina limita a sua
permeabilidade através da membrana, quando administrada por via oral (Park et
al, 2010). Portanto, na pratica clinica a heparina é administrada por via
endovenosa ou subcutanea.

A heparina liga-se as plaquetas e prolonga o tempo de sangramento em
humanos, além de ligar-se a varias proteinas plasmaticas, o que interfere com sua
atividade anticoagulante, e contribui para a variabilidade na resposta ao
tratamento. Além disso, a heparina liga-se as células endoteliais, aos macréfagos

e ao fator de von Willebrand.
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A depuracao plasmatica da heparina ocorre inicialmente através de
uma saturagdo rapida, pela ligacdo aos receptores de células endoteliais e
macréfagos, onde é despolimerizada. Num segundo momento, mais lento, ocorre
a depuracao renal. A depuracdao da heparina depende do comprimento de sua
cadeia, e as de menor tamanho sdo eliminadas mais lentamente.

Em doses terapéuticas, uma proporcdo consideravel de heparina é
eliminada rapidamente pelo mecanismo de saturacdo, o que explica uma relacao
positiva entre o tempo de eliminacédo e a dose administrada de heparina.

Todos os fatores descritos anteriormente levam a uma grande variacao
na resposta ao tratamento com a heparina, o que demanda o monitoramento
laboratorial através do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), e € um
inconvenientes na pratica clinica.

Com o desenvolvimento das heparinas de baixo peso molecular
(HBPM), que apresentam peso molecular na faixa de 3 a 6,5 kDa, e sé&o
produzidas pela digestdo enzimatica da heparina, algumas dessas limitacoes
foram superadas. As HBPM apresentam propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas superiores as da heparina e demonstram baixa afinidade pelas
proteinas celulares e plasmaticas. Portanto, as HBPM apresentam resposta
anticoagulante mais previsivel e reprodutivel que a heparina, ndo sendo
necessario o monitoramento na maioria das situacdes clinicas (Park et al, 2012).

A depolimerizacdo da heparina causa uma menor ligacdo as proteinas
plasmaticas, levando a uma melhor biodisponibilidade. Por outro lado, a menor
ligacdo aos macréfagos e células endoteliais reduz a depuragao por saturagao, o

gue aumenta a meia vida das HBPM.
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Assim como a heparina, as HBPM exercem seu efeito anticoagulante
pela ativagdo da antitrombina. Como a maior parte das cadeias das HBPM
apresenta menos de 18 sacarideos, a maioria dos fragmentos nao podem se ligar
simultaneamente a trombina e antitrombina, e seu papel anticoagulante principal
ocorre pela inativacdo do fator Xa (Yildis et al, 2005). Assim, enquanto a
propor¢ao anti-Xa:anti-lla na heparina nao fracionada é de 1:1, ha uma variacao
de 2:1 a 4:1 nas HBPM, de acordo com a propor¢cdo de suas cadeias com
diferentes tamanhos.

As propriedades farmacocinéticas das HBPM sao superiores a
heparina, pois apresentam maior biodisponibilidade por via subcutanea quando
administradas em menor dose, dose-resposta preditiva e meia-vida superior. O
pico de atividade anti-Xa ocorre 3 a 5 horas ap6s a injecdo subcutanea e sua
depuracao nao é dose dependente. Assim, as HBPM sao administradas em doses
fixas para tromboprofilaxia e em doses ajustaveis por Kg de peso para o
tratamento da TVP. Geralmente ndo ha necessidade de monitoramento
laboratorial, e somente em situacoes especificas, 0 mesmo pode ser realizado
pela afericdo da atividade anti-Xa no plasma.

Em termos gerais, comparativamente a heparina, as HBPM apresentam
vantagens na pratica clinica, pela via de administragéo subcutanea, demonstrando
maior absorcdo com uma ou duas aplicagdes diarias, € ndo necessitando de
controle laboratorial na maioria dos pacientes. Assim, as HBPM sao o farmaco de
escolha para o tratamento agudo da TVP.

Uma situacao que seria muito desejavel é a possibilidade de utilizacdo

de um menor numero de doses de heparina, diminuindo o desconforto das
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injecbes subcutaneas. Ainda, o mais interessante, seria a possibilidades de
administragao pela via oral.

A administracdo oral da heparina em humanos foi demonstrada com
sucesso utilizando-se um intensificador da absorgéo do farmaco, o composto N-
[8(2-hidroxibenzoil) amino caprilato] (SNAC). Foram obtidos resultados
satisfatorios em relacéo a atividade anticoagulante, com uma duragéo de 4 horas,
com doses entre 30.000 a 150.000 Ul. Contudo, houve baixa adesdo ao
tratamento pelo sabor desagradavel da formulacao (Baughman et al, 1998; Hull et
al, 2001; Berkowitz et al, 2003).

Outro dado interessante quanto ao uso das heparinas na fase aguda da
TVP é que as mesmas apresentam uma acao anti-inflamatéria que pode contribuir
para a melhora do processo tromboético.

Apesar de atualmente termos no mercado novos anticoagulantes orais,
que inibem diretamente o FXa ou a trombina, esse efeito anti-inflamatério nao esta
presente. Além disso, esses novos farmacos nao tem um antidoto especifico e
apesar de ndo necessitarem de controle laboratorial, ndo tem nenhum exame com
especificidade e sensibilidade adequados para sua monitorizacdo, quando
necessario. Um outro ponto importante na pratica clinica é que ainda nao existem
estudos clinicos para utilizacdo desses farmacos em situagdes de profilaxia da
TVP em cirurgias nao ortopédicas ou em pacientes clinicos hospitalizados, o que

faz da heparina o farmaco indicado nessas situagoes.
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1.3. Sistemas de liberacao sustentada

Esforcos significativos tém sido dedicados recentemente no
desenvolvimento de tecnologia para sistemas de liberacdo sustentada, utilizando-
se sistemas coloidais como lipossomas, micro e nanoparticulas. A liberacao
sustentada pode ser utilizada para manter o efeito do farmaco no tecido alvo,
solubilizar ativos, melhorar a estabilidade fisica e quimica de agentes terapéuticos,
minimizar os efeitos colaterais e reduzir a toxicidade (Marcato e Duran, 2008,
Youan et al, 2003, Miyazaki et al, 2003).

Dentre os vetores utilizados, os lipossomas vém sendo estudados ha
mais tempo. No entanto, apresentam problemas de instabilidade frente ao
armazenamento e também perante os fluidos gastrointestinais. As micro e
nanoparticulas sado capazes de superar os lipossomas neste aspecto, uma vez
que sao estruturas poliméricas mais estaveis, principalmente quando expostos
aos fluidos biolégicos. O termo nanoparticula é usado de acordo com o tamanho
da particula, que deve ser menor que 1000 nm, enquanto que as particulas
maiores sdo denominadas microparticulas (Marcato e Duran, 2008). O agente
terapéutico pode estar encapsulado, adsorvido ou ligado quimicamente a
superficie das nanoparticulas.

O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural. As
nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de
um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou

adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo formadas por
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uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (Marcato e
Duran, 2008, Schaffazick, 2003).

A utilizacdo de um sistema de liberacdo de farmacos em nanoparticulas
poliméricas vem atraindo a atencao dos pesquisadores, por proporcionar uma
alternativa atrativa para uma liberacao por periodo prolongado. O encapsulamento
de farmacos nestes sistemas oferece muitas vantagens como, por exemplo: (1) a
liberacdo de forma continua e sustentada; (2) a protecdo do farmaco pelas
particulas; (3) a liberagcdo em um sitio especifico, (4) a alta capacidade de
atravessar varias barreiras fisiolégicas, (5) a reducdo do nimero de doses e (6) a
diminuicao dos efeitos colaterais sistémicos (Chung et al, 2010, Jiao et al, 2002).

Varios métodos sdo empregados para a preparacao de micro e
nanoparticulas poliméricas, que estao diretamente relacionados com a natureza
hidrofilica do ativo utilizado. Além disso, o processo de preparacdo das
nanoparticulas deve ser, preferencialmente, simples, continuo e eficiente; viavel
para larga escala e aceito por autoridades regulatérias. Os processos de
preparagdo de nanoparticulas poliméricas podem ser classificados em duas
principais categorias: a que requer uma reacado de polimerizacdo ou aquela em
que se utiliza diretamente uma macromolécula ou um polimero pré-formado. Os
métodos descritos na literatura sdo emulsificacdo e evaporagdo de solvente,
emulsificacao/difusdo de solvente, nanoprecipitacéo, “salting-out” e polimerizacao
interfacial in situ (Reis et al, 2006, Kharb et al, 2006).

No sistema de liberagcédo sustentada, o principio ativo é encapsulado em
uma matriz que deve apresentar as seguintes caracteristicas: permitir a

modelagem para a forma desejada e liberagdo da substancia ativa por
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mecanismos adequados, ter estabilidade adequada, e possuir baixa toxicidade
incluindo qualquer produto de degradacao (Panyam et al, 2003; Miyazaki et al,
2003). Através deste sistema é possivel manter a concentragdo do farmaco no
plasma na faixa terapéutica por um tempo prolongado, utilizando-se um menor
namero de doses. Isto € uma vantagem em relagdo as formas convencionais de
administracao (spray, injecao, pilulas) nas quais, a concentragdao do farmaco na
corrente sanguinea aumenta, atinge um pico maximo e entdo declina. Uma vez
que cada farmaco possui uma faixa de acao terapéutica acima da qual é toxica e
abaixo da qual é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas, fato que pode ser problematico se a dose efetiva do farmaco
estiver proxima da dose toxica (Qurrat-ul-Ain et al, 2003; Picos et al, 2000). Além
disso, ha diminuicdo dos efeitos colaterais, um aumento da biodisponibilidade e
uma diminuicdo do numero de doses necessarias do agente terapéutico
(Soppimath et al, 2001; Panyan et al, 2003).

Os materiais utilizados como suporte para a produgdao de micro ou
nanoparticulas podem ser compostos nao-poliméricos como lipideos e cera de
carnauba, poliméricos sintéticos como copolimeros de poli (D,L-lactico-co-
glicolico) (PLGA), poliacrilatos (PA) e policaprolactonas) (PCL), ou poliméricos
naturais como polihidroxialcanoatos (PHA’s), gelatina e quitosana (Panyam e

Labhasetwar, 2003; Qurrat-ul-Ain et al, 2003).
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1.4. Poli(e-caprolactona) (PCL)

Poli (e-caprolactona) (PCL) é um poliéster semi-cristalino, biodegradavel
e biocompativel. Ao contrario dos polimeros comumente utilizados, tais como o
PLGA e polilacticos (PLA), o PCL ndo gera residuos &cidos durante a sua
degradacdao, ndo alterando o pH do meio ambiente no qual se encontra. Isto, junto
com suas propriedades mecanicas e custo relativamente baixo, tornam o PCL um
polimero bastante atraente para a area biomédica (Luong-Van et al, 2006). De
acordo com Merkli et al (1998), a vantagem de nanoparticulas de PCL no
encapsulamento de farmacos, como no caso de ativos para uso ocular, é a
capacidade de atingir uma boa resposta terapéutica com pequena dose do

farmaco, suficiente para evitar efeitos colaterais.

1.5. Quitosana

A quitosana (figura 2) é um biopolimero obtido da desacetilizagdo da
quitina, que é o maior constituinte de exoesqueletos de crustaceos e outros
animais marinhos. Atualmente, a quitosana vem sendo utilizada no tratamento de
aguas, producao de cosméticos, farmacos e medicamentos, aditivos alimenticios,
membranas semipermeaveis e no desenvolvimento de biomateriais (Santos et al,

2003).
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Figura 2: Estrutura da quitosana.

A quitosana tem muitas propriedades que a tornam particularmente
adequada para o desenvolvimento de nanoparticulas, incluindo a sua capacidade
de controlar a liberagdo de agentes ativos, sua solubilidade em solucdes aquosas
acidas, sua disponibilidade para reticulagao através de seus grupos amino livres, e
sua natureza catidnica, permitindo que a reticulagcdo ibnica ocorra com &anions
multivalen5tes (Zhang et al, 2009).

Na area farmacéutica, a quitosana tem sido largamente utilizada em
sistemas de transporte de farmacos (Lira et al, 2007). Além de ser um polimero
biocompativel, biodegradavel e atdoxico, a quitosana possui propriedades
biolégicas interessantes como atividade antimicrobiana, potente acao analgésica
tépica e aceleracdo do processo de cicatrizacdo (Silva et al, 2006). Outra
propriedade muito importante para a area farmacéutica e cosmética da quitosana
€ a bioadesividade. Devido as cargas positivas em pH fisiolégico (grupos amino
protonados), a quitosana tem a capacidade de aderir a superficies carregadas
negativamente como pele e mucosas, aumentando a retencao do principio ativo

no local de aplicacao (Bhattarai et al, 2006, Berger et al, 2004).
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A quitosana também foi considerada eficaz, por aumentar a absorcao
de nanoparticulas em células e tecidos, devido a sua natureza catiénica (Chung et

al, 2010).

1.6. Encapsulamento da Heparina

A preparacao de heparina encapsulada em nanoparticulas através do
método de dupla emulsdo agua/bleo/agua (a/o/a), utilizando polimeros
biodegradaveis como PCL e PLGA sozinhos ou em combinacao com polimeros de
carga positiva nao-biodegradaveis (Eudragit RS e RL) foi empregada com
sucesso. Estes estudos demonstraram resultados reprodutiveis em relacdo ao
diametro, eficiéncia de encapsulacao e atividade anti-Xa in vitro e em modelo

animal normal (Hoffart et al, 2002; Hoffart et al, 2005; Jiao et al, 2002).

Esses estudos demonstraram que é possivel a producdo de
nanoparticulas com HBPM, com o método de dupla emulsdo a/o/a com solvente
organico, com efeito biolégico in vitro e in vivo apds o0 encapsulamento.

Um estudo recente demonstrou que a HBPM e papaina encapsulados
em nanoesferas podem ser absorvidos por via oral, mesmo em baixas dosagens,
0 que sinaliza para possibilidade de aplicacdo na pratica clinica em humanos.
(Lanke et al, 2009). Contudo, esses estudos ndo avaliaram a atividade
anticoagulante e antitrombaética das nanoparticulas de heparina absorvidas.

Em um estudo prévio, realizado nesta universidade, através da
cooperagao entre o Prof. Dr. Nelson Duran do Laboratério de Pesquisa do Instituto
de Quimica da UNICAMP, e a Profa. Dra. Joyce M. Annichino-Bizzacchi, do

Laboratério de Hemostasia do Hemocentro de Campinas, foram produzidas
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nanoparticulas de PCL com enoxaparina, uma HBPM. Esse projeto teve sucesso
na padronizacdo do método de encapsulamento, e as nanoparticulas obtidas
demonstraram atividade anticoagulante in vitro e in vivo, e efeito anti-trombético in
vivo (Pazzini, 2010).

Essas nanoparticulas foram preparadas com o polimero PCL, pelo
método de dupla emulsdao (a/o/a) e evaporacdo de solvente, utilizando o poli
(alcool vinilico) (PVA) como estabilizante. A % de eficiéncia de encapsulamento, o
didmetro e o indice de polidispersidade das nanoparticulas produzidas foram
adequadas. Observou-se um efeito antitrombotico quando as nanoparticulas foram
administradas por via subcutdnea, em modelo de TVP em ratos, demonstrando a
eficiéncia desta formulagao por esta via de administracdo. Contudo, quando essas
nanoparticulas foram administradas por gavage em ratos, nao se verificou nenhum
efeito anticoagulante, sugerindo que as mesmas nao foram absorvidas, ou que
apos a absorcao perderam esse efeito.

Portanto, a continuidade dessa pesquisa tornou-se interessante para
investigacdo do emprego de algum agente na producado das nanoparticulas, que

propiciasse a absorcao dessas nanoparticulas por via oral.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

» Preparar e caracterizar nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina
para a administracao oral em sistemas de liberacao sustentada.

» Caracterizar as nanoparticulas quanto ao diametro, potencial zeta,
morfologia, eficiéncia de encapsulamento.

« Avaliar in vivo a acao anticoagulante das nanoparticulas em plasma de
ratos normais, apds a administracao por via subcutanea ou oral.

« Avaliar in vivo a agao antitrombética das nanoparticulas usando modelo de
TVP induzida por estase e hipercoagulabilidade em ratos, apds a

administragcao por via subcuténea ou oral.
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3. JUSTIFICATIVA

A TVP é uma doenca com elevada prevaléncia e de importante impacto
na Saude Publica, inclusive no Brasil. A heparina € o farmaco mais utilizado para o
tratamento da TVP na fase aguda. Devido a baixa biodisponibilidade da heparina
por via oral, em decorréncia de seu tamanho e carga negativa, as vias de
administracdo empregadas na pratica clinica sdo a endovenosa (somente a
heparina nao fracionada) ou subcutanea, o que € desconfortavel para o paciente.
Em decorréncia da curta vida média da heparina, torna-se necesséaria mais de
uma aplicacdo diaria por via subcutdnea ou o uso de bomba de infusdo para
administragdo endovenosa. Além disso, o tratamento com HNF requer o
monitoramento laboratorial.

Os resultados preliminares obtidos no nosso laboratério demonstraram
gque a enoxaparina encapsulada em nanoparticulas apresentou um efeito
anticoagulante in vitro e in vivo, e teve um efeito antitrombético eficaz no modelo
de TVP em ratos, sinalizando para a possibilidade do uso dessas formulacdes na
pratica clinica. Além disso, a producdo de nanoparticulas de enoxaparina para
administragdo por via oral pode ser uma alternativa na resolucdo de algumas
limitac6es da heparina empregada por via endovenosa ou subcutanea.

Portanto, a proposta deste estudo é muito interessante, por possibilitar
o desenvolvimento de uma nova estratégia terapéutica para a TVP, por via oral e

com menores riscos de complicacdes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Preparacao das nanoparticulas de PCL-Quitosana com
enoxaparina

Método de dupla emulsao (agua/oleo/agua) e evaporacao do
solvente

A produgdo de nanoparticulas com enoxaparina foi realizada no
Laboratério de Pesquisa do Instituto de Quimica da UNICAMP, com a colaboracao
da Profa. Dra. Priscyla D. Marcato e do Prof. Dr. Nelson Duran.

As nanoparticulas foram preparadas com polimero biodegradavel PCL
poli(e-caprolactona) (Aldrich), e recobertas com polimero natural quitosana (105
g/mol/ ~81% acetilacdo, Polymar). A preparacdo das nanoparticulas com
enoxaparina foi realizada pela técnica modificada de dupla emulsdo como descrito
por Meng et al. (2003). Uma solucdo aquosa composta por 200 pL (2000 Ul) de
enoxaparina (Clexane 60 mg/ 0,6 mL, 6000Ul), 1 mL de agua deionizada e 0,5%
de PVA (polivinil-alcool) (5 mg) foi primeiramente emulsificada com uma fase
organica contendo 10 mL de acetato de etila e 60 mg de PCL sob agitacao
mecanica durante 1 minuto a 6000 rpm, formando uma emulsdo agua/dleo.
Posteriormente, esta emulsao foi transferida em um recipiente contendo 50,1 mL
de agua deionizada, 1% de PVA (0,6 g), 0,9% de NaCl (0,54 g) e 9,9 mL de
solucdo de quitosana (2 mg/mL) e homogeneizada sob agitacdo mecanica de
10000 rpm por 1,5 minutos, formando a dupla emulsdo (agua/éleo/agua). Apds

este periodo a dupla emulsdo foi transferida para um baldo volumétrico de fundo
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redondo, e o solvente evaporado a temperatura de 28°C em rota evaporador até

um volume final de 10 mL.

4.2. Caracterizacao das nanoparticulas de PCL-Quitosana com

enoxaparina

4.2.1. Eficiéncia de encapsulamento

A enoxaparina encapsulada em nanoparticulas foi quantificada pelo
método colorimétrico Azure Il modificado, como descrito por Lam et al (1976).

Para a realizacdo da curva de calibracédo foi preparada uma solugao
estoque de enoxaparina a concentragdo de 20 pL/mL. A partir desta solucao
diluigbes sucessivas fora realizadas para obtencao das concentragdes: 150 pg/mL,
100 pg/mL, 50 pg/m, e 25 pg/mL.

Na preparagao da solugdo de Azure Il (0,05 mg/mL), foi feito primeiro
uma solucéo de Azure Il de concentracado de 1 mg/mL, pesando-se 5 mg de Azure
Il e adicionando-se 5 mL de agua deionizada. Ap6s a transferéncia de 2,5 mL
desta solucdo para um baldo volumétrico, completou-se até 50 mL com agua
deionizada.

Para a analise, 900 pyL da solugdao de Azure Il (0,05 mg/mL) foi
misturada com 100 pL da solu¢do de enoxaparina. Apos 1 minuto, a absorbéancia
desta mistura foi lida em espectrofotdmetro UV-vis no comprimento de onda de
500 nm, em triplicata.

Para a quantificacdo da eficiéncia de encapsulamento, primeiramente

uma aliquota de 500 uL da dispersédo de nanoparticulas foi misturada com 500 pL
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de agua deionizada e centrifugada em microcentrifuga (Eppendorf® Centrifuge
5424) a 20000 x g por 12 minutos. Em seguida, 500 pL do sobrenadante foi
centrifugado em filtro Microcon Ultracel YM-100 (Millipore, corte de massa molar
de 1000 g/mol) por 10 minutos a 4000 x g. Aliquotas de 100 pL do material
centrifugado foram misturadas com 900 pL da solugéo de Azure |l e deixadas em
repouso por 1 minuto. Apds esse periodo, a absorbancia foi lida no comprimento
de onda de 500 nm em um espectrofotdbmetro Hitachi (U-2000). A eficiéncia de
encapsulamento (EE) da enoxaparina foi calculada pela seguinte equacéao (Jiao et

al, 2002):

% nao encapsulada = ([enoxaparina] na solucéo filtrada/[enoxaparina] inicial) x
100

EE (%) = 100 - % n&o encapsulada

4.2.2. Tamanho médio e distribuicio de tamanho das

nanoparticulas

O diametro (Z-average), o indice de polidispersidade e o potencial zeta
das nanoparticulas foram analisados através da técnica de espalhamento
dindmico de luz no equipamento Zeta Sizer da Malvern®. Para isto, primeiramente
100 L da dispersao de nanoparticulas foi diluida com 300 uL de agua deionizada.
Em seguida 30 pyL desta diluicdo foi novamente diluida em 970 uL com agua
deionizada em uma cubeta de acrilico e, em seguida analisada no Zeta Sizer da

Malvern®.
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A estabilidade das nanoparticulas de PCL-Quitosana com ou sem
enoxaparina foi verificada em uma amostra previamente preparada e analisada
durante 50 dias. A amostra ficou armazenada em geladeira a 4 °C para analise
posterior. Para realizar a analise a amostra encontrava-se a temperatura ambiente

(25 °C).

4.2.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As particulas foram caracterizadas quanto a morfologia por MEV. Uma
pequena quantidade de nanoparticulas foi adicionada a uma fita de carbono fixada
em um porta-amostra de latdo. Em seguida, as amostras foram metalizadas com
Au/Pd pelo processo de Sputtering (evaporag¢do do metal e deposicdo de uma fina
camada - 10 nm - sobre a amostra) utilizando-se um metalizador BAL-TEC. As
analises foram realizadas em um microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-
6360LV, utilizando-se uma tensao de aceleracdo de 20 kV e detectores de

elétrons secundarios (Rizkalla et al, 2006).

4.3. Analises de citotoxicidade

Todas as andlises de citotoxicidade foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas e Ambientais das Faculdades Integradas Metropolitanas de
Campinas (METROCAMP), sob orientacdo da Prof? Dr? Patricia da Silva Melo,

com o auxilio de Larissa Barbosa de Paula.
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Cultura de células V79

As células utilizadas nos experimentos foram fibroblastos da linhagem
estabelecida em cultura V79, clone M-8, oriunda de pulmao de Hamster Chinés
(Cricetulus griseus). Os fibroblastos foram mantidos em cultura continua, através
de repiques periddicos até atingirem a densidade de confluéncia. O cultivo foi
realizado em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/mL
de penicilina e 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina. A incubagéo foi realizada
em estufa a 37°C, sob atmosfera umida e contendo 5% de CO.. Nos diferentes
ensaios de citotoxicidade que avaliaram a viabilidade celular, o plaqueamento foi
realizado utilizando-se placas de 96 cavidades, plaqueando-se 3 x 10* células/mL
em cada cavidade (100 plL/cavidade) — seguido de incubacao a 37 °C, por 48
horas. Apos este periodo, o meio foi retirado e as culturas foram expostas durante
24 horas ao meio DMEM suplementado contendo diferentes concentracdes das
nanoparticulas. Apés 24 horas de tratamento, as culturas foram processadas de
acordo com os protocolos especificos dos testes para determinacao da reducao

do MTT e incorporacao do vermelho neutro.

4.3.1. Ensaios de citotoxicidade

Reducao do MTT

O teste de reducao do MTT foi realizado de acordo com o método de
Denizot & Lang (1986). Ap6s o periodo de tratamento, o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas com PBS-Ca®". Em seguida, foi adicionado

100 yL de meio DMEM com MTT na concentragdo de 1 mg/mL em cada cavidade.
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As placas foram incubadas a 37°C, durante 4 horas. Em seguida, foi adicionado
etanol absoluto para solubilizar o formazan. As placas foram entdo agitadas
durante vinte minutos e, logo apés este periodo, foi verificada a absorbancia a 570

nm, em um leitor de placas de ELISA.

4.3.2. Incorporacao do Vermelho Neutro

O teste de incorporacédo do corante vermelho neutro (VN) foi realizado
de acordo com o método de Borenfreund & Puerner (1985). Apds o periodo de
tratamento, o meio de cultura foi trocado por meio DMEM, sem suplementacao,
contendo 50 pg/mL de vermelho neutro; as células foram entdo incubadas
novamente por 4 horas, a 37 °C. Apds o periodo de incubagédo, o0 meio contendo
VN foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS-Ca?+ para retirada
do excesso de corante nao incorporado pelos lisossomos. Em seguida, foi
adicionada uma solug¢do aquosa contendo 1% de acido acético glacial e 50% de
etanol, para fixacdo das células e extragcdo do VN incorporado pelos lisossomos.
As placas foram, entdo, agitadas por vinte minutos e, em seguida, foi verificada a

absorbancia a 540 nm, em um leitor de placas de ELISA.
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4.4. Determinacao da atividade anticoagulante (atividade anti-Xa)
das nanoparticulas com enoxaparina in vivo

Ratos machos Wistar (5-7 semanas de vida) provenientes do CEMIB
UNICAMP foram divididos em 4 grupos de 4 animais, de acordo com o farmaco ou

salina aplicados. Os grupos analisados foram:

* Grupo 1: salina

« Grupo 2: nanoparticulas sem enoxaparina;

» Grupo 3: enoxaparina livre 5 mg/kg;

» Grupo 4: nanoparticulas com enoxaparina 50 mg/kg;

O farmaco livre ou encapsulado ou a salina foram administrados por via
subcutanea na regiao dorsal, com agulha 26G, ou por via oral, através de gavage,
e sempre com o mesmo volume. O sangue foi coletado apés 1, 2, 3, 6, 8, 10, 12 e
14 horas por puncao caudal, para avaliagdo da atividade anti-Xa. Cada grupo de
animais foi analisado em até 3 tempos (3 coletas), e depois foram sacrificados.

A enoxaparina foi analisada como um complexo com antitrombina
presente na amostra. A concentracdo deste complexo € dependente da
disponibilidade da antitrombina endégena do animal.

O fator Xa é neutralizado pelo complexo enoxaparina-antitrombina. O
fator Xa residual é quantificado com um substrato sintético cromogénico. A
paranitroanilina liberada é monitorada cineticamente a 405 nm e é inversamente
proporcional ao nivel de enoxaparina na amostra. Para reduzir a influéncia dos
antagonistas da enoxaparina, tais como o fator 4 das plaquetas (PF4), incluiu-se o

sulfato de dextran na mistura da reacao.
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Reagéo 1 . Hepal’lna amostra + AT amostra | [ Hepal’lna + AT ]Comp|exo

Reacao 2: [ Heparina + AT |+ FXa » FXa resiqual
reag 1

Reacao 3: Substrato cromogénico » Paranitroanilina + FXa resiqual
reag 2

« Aparelho: IL (ACL TOP-500)

* Reagentes:
- Fator X (Fator Xa bovino, TRIS, EDTA, Sulfato de dextran, NaCl e albumina
bovina)
- Substrato Cromogénico (S-2732)

- Controle normal e patolégico.

4.5. Inducao de TVP por estase e hipercoagulabilidade em modelo
animal

Durante o experimento foi utilizado um microscépio éptico, fundamental
para esta técnica, porque é necessario isolar a veia cava inferior, sem que a
mesma seja perfurada.

Ratos machos Wistar de 5 a 7 semanas de vida provenientes do CEMIB
UNICAMP foram anestesiados com injecao intraperitoneal de Ketamina e Xilazina.
Para administracdo do anestésico foi preparada uma solugcdo de 75 mg/kg de

Ketamina e 10 mg/kg de Xilazina. O abdomen dos animais foi cirurgicamente
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aberto e a trombose induzida pela associacdo de 2 métodos: método de ligadura
modificado de Reyers et al (1980) e Carvalho et al (1992), e método de
hipercoagulabilidade modificado de Herbert et al (1992). Apds incisdo abdominal
mediana, a veia cava inferior foi isolada na porcdo superior e inferior, com a
colocacao de fios de seda 4-0, aproximadamente 1,5 cm abaixo da confluéncia da
veia renal esquerda. Inicialmente foi feita a ligadura das veias colaterais com o
mesmo fio, seguido da ligadura da veia cava inferior nos pontos de isolamento da
mesma. Logo apds a ligadura da veia cava inferior injetou-se uma solucao de
tromboplastina (Thromborel® S; Siemens; <60 mg/mL) com agulha 30 G, na
concentracao de 5 mg/Kg de peso corpéreo do animal, no segmento ligado.

Vinte minutos apdés a inducdo da trombose, os animais foram
analisados para verificacao da presenca do trombo. O trombo foi retirado e pesado

imediatamente, e apds secagem em estufa a 37 °C por 24hs (Carelli et al, 2005).

4.6. Avaliacao in vivo do efeito antitrombético de enoxaparina livre
e encapsulada, em modelo de TVP em ratos
Os ratos Wistar, provenientes do CEMIB UNICAMP, entre 5-7 semanas
de vida, foram divididos em 4 grupos de 6 animais de acordo com o farmaco ou
salina aplicados. Os grupos analisados foram:
* Grupo 1: salina
« Grupo 2: nanoparticulas sem enoxaparina;
» Grupo 3: enoxaparina livre 5 mg/kg;

* Grupo 4: Nanoparticulas com enoxaparina 50 mg/kg;
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O farmaco livre ou encapsulado ou salina foram administrados por via
subcutanea na regiao dorsal, com agulha 26G, ou por via oral, através de gavage.
O mesmo volume foi utilizado em todos os procedimentos.

Conforme ja padronizado anteriormente no laboratério, 1 hora apés a
administragdo subcutanea foi feita a indugcdo da TVP, conforme descrito na
padronizacdo do modelo.

Para a avaliacdo do efeito antitromboético apdés a administracdo do
farmaco via oral, foram realizados experimentos com um numero de 6 animais, em
tempos de 1 a 10 horas, a cada hora. Assim, a inducdo da trombose foi feita em

todos esses tempos conforme descrito no modelo.

4.7. Analise Estatistica

Os resultados de eficiéncia de encapsulamento, diametro, indice de
polidispersidade e potencial zeta foram analisados e expressos pela média +
desvio-padréo.

A avaliacdo da diferenca das medianas da atividade anti-Xa e analise
da comparacdo do peso dos trombos entre dois grupos independentes foram
realizadas através do teste de Mann Whitney.

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo programa

computacional R Development Core Team (2009).
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5. RESULTADOS

5.1. Preparacao das nanoparticulas de PCL-Quitosana com
enoxaparina

O método de dupla emulsdo (agua/dleo/agua) e evaporacao do
solvente foi escolhido em funcéo da alta solubilidade da enoxaparina em agua e
pelo sucesso na sua producdo pelo nosso grupo de pesquisa. A adicdo de
quitosana foi realizada obtendo-se particulas com carga superficial positiva e com
didmetro médio de 512,8 + 13,8 nm. A adicao de quitosana nao comprometeu a
obtencdo de nanoparticulas apesar de todo o processo ter sido realizado em
apenas duas etapas, mostrando-se um método interessante para producédo de

nanoparticulas com propriedades de mucoadesao.

5.2. Caracterizacao das nanoparticulas de PCL-Quitosana com

enoxaparina

5.2.1. Eficiéncia de Encapsulamento

Inicialmente foi realizada a analise da interferéncia dos reagentes no
método de quantificagdo da enoxaparina, através da medida da absorbéancia de
solugdes de PVA e NaCl no comprimento de onda de 500 nm. Os resultados
mostraram que nao houve absorbancia destes dois componentes nesse
comprimento de onda, e o mesmo foi escolhido para determinacédo da eficiéncia

de encapsulacédo da enoxaparina.
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A curva de calibracdo da enoxaparina foi realizada pelo método
colorimétrico Azure Il, obtendo-se a curva de calibracdo demonstrada na figura 1,
cuja equacao da reta foi: Y= 0,00189 + 0,02655X e o coeficiente de correlacao foi

de 0,999.
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Figura 3: Curva de calibragdo da enoxaparina obtida pelo método colorimétrico Azure II.

A partir da curva de calibracdo mostrada na figura 3 foi calculada a
eficiéncia de encapsulamento da enoxaparina nas preparagdes de nanoparticulas.
A tabela 1 mostra os resultados da quantificacdo de enoxaparina nas diferentes
preparagbes de nanoparticulas, demonstrando excelente eficiéncia de

encapsulamento.
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Tabela 1: Eficiéncia de encapsulamento (EE) da enoxaparina em nanoparticulas de PCL-
Quitosana, em 5 amostras.

Amostras
1 2 3 4 5 Média Desvio
Padrao
EE (%) 98,90 99,20 99,00 99,20 98,90 99,04 0,001

5.3. Tamanho médio e distribuicao de tamanho das nanoparticulas

O didmetro médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas de
PCL-Quitosana com enoxaparina estao representados na Tabela 2. O diametro
médio das nanoparticulas foi de 512,8 + 13,8 nm com indice de polidispersidade
de 0,409 * 0,04. Esse indice de polidispersidade apesar de ser relativamente alto
estda dentro do esperado para particulas recobertas com quitosana (Sun et al,
2010). O potencial zeta (carga superficial) das particulas foi de +30,9 = 1,3 mV.
Esta carga positiva deve-se a presenca da quitosana, que esta presente na

superficie da particula.
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Tabela 2: Tamanho médio, indice de polidispersidade e potencial zeta das nanoparticulas
de PCL-Quitosana com enoxaparina, em 3 amostras.

Dispersao de Diametro (nm) indice de Potencial Zeta
particulas Polidispersidade (mV)
1 512,5 0,458 +30,7
2 526,8 0,401 +32,3
3 499,2 0,369 +29,8
Média 512,8 0,409 +30,9
Desvio-padrao 13,8 0,04 1,3

As figuras 4 (a) e (b) mostram a estabilidade das nanoparticulas de
PCL-Quitosana sem enoxaparina quanto ao diametro, indice de polidispersidade e
potencial zeta durante 50 dias. A figura (a) mostra que o diametro e o indice de
polidispersidade das nanoparticulas se mantiveram estaveis (ao redor de 500 nm
e Pdl entre 0,0 e 0,4) durante 50 dias, indicando a alta estabilidade da formulagéo.
O mesmo perfil foi observado para o potencial zeta que se manteve ao redor de
+ 28 mV por 50 dias (figura b). Esta alta estabilidade pode ser devido tanto a
presenca do estabilizante PVA quanto a presenca da quitosana, que além de
conferir estabilidade estérica as particulas, também confere estabilidade elétrica

(Sun et al, 2012).
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Figura 4: Analise da estabilidade de uma amostra de nanoparticulas de PCL-Quitosana
sem enoxaparina quanto ao didmetro e indice de polidispersidade (a) e potencial zeta (b)
durante 50 dias.
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As figuras 5 (a) e (b) mostram a estabilidade das nanoparticulas de
PCL-Quitosana com enoxaparina quanto ao diametro, indice de polidispersidade e
potencial zeta durante 50 dias. Nesta figura pode-se observar que a adi¢cdo de
enoxaparina nao alterou a estabilidade das particulas que manteve o diametro ao
redor de 500 nm com indice de polidispersidade entre 0,3 e 0,4 durante 50 dias. O

potencial zeta também foi estavel, porém o valor ficou ao redor de + 17 mV.
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Figura 5: Analise da estabilidade de uma amostra de nanoparticulas de PCL-Quitosana
com enoxaparina quanto ao diametro e indice de polidispersidade (a), e potencial zeta (b)
durante 50 dias.

5.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A morfologia das nanoparticulas poliméricas foi realizada por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), logo apds o preparo. Nesta analise

foram observadas particulas esféricas e homogéneas, como mostra a figura 4.
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Figura 6: Micrografias de nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina (a) x 10000
e nanoparticulas de PCL-Quitosana sem enoxaparina (b) x 10000.

5.5 Analises de citotoxicidade
Os resultados dos ensaios de citotoxicidade com enoxaparina livre

estao apresentados na figura 7.
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Figura 7: Viabilidade de células V79 apos tratamento com enoxaparina livre por 24 horas.
Parametros analisados: incorporacdo do corante vermelho neutro, redugdo do MTT e
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conteludo de acidos nucleicos. Cada ponto representa média + desvio padrdo de trés
experimentos em sextuplicata cada.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade com nanoparticulas de
PCL-Quitosana, contendo ou ndo enoxaparina, estao apresentados nas figuras 8 e

9, respectivamente.
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Figura 8: Viabilidade de células V79 ap6s tratamento com enoxaparina encapsulada em
nanoparticulas de PCL-Quitosana por 24 horas. Parametros analisados: incorporagéao do
corante vermelho neutro, redugdo do MTT e conteudo de &cidos nucleicos. Cada ponto
representa média + desvio padréo de trés experimentos em sextuplicata cada.
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Figura 9: Viabilidade de células V79 apés tratamento com nanoparticulas de PCL-
Quitosana por 24 horas. Pardmetros analisados: incorporacdo do corante vermelho
neutro, redugédo do MTT e conteudo de acidos nucleicos. Cada ponto representa média +
desvio padrao de trés experimentos em sextuplicata cada.

Na maxima concentragdo avaliada (45 pM), para a enoxaparina
encapsulada foi observada uma reducédo de 11,9% na viabilidade celular em
relacdo a capacidade de incorporacdo do corante vermelho neutro (figura 8),
enquanto que a enoxaparina livre apenas uma reducado de 3,5% na viabilidade
celular foi observada (figura 7). Este resultado sugere que a enoxaparina
encapsulada foi mais citotéxica que a livre e que esta maior citotoxicidade pode
ser atribuida as nanoparticulas. Entretanto, as nanoparticulas apresentaram um
estimulo de 3,6% na viabilidade celular (figura 9), indicando que a interacdo da
enoxaparina com as nanoparticulas aumentou sutilmente a citotoxicidade desta
substancia. Em relacdo ao ensaio de redugcdo do MTT, a enoxaparina

encapsulada reduziu 5,12% na viabilidade celular (figura 8), enquanto a
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enoxaparina livre apresentou um estimulo de 6,9% (figura 7). Apesar do aumento
da citotoxicidade da enoxaparina quando esta foi encapsulada, em todos os
ensaios, até a maxima concentracdo avaliada, nenhuma das formulagdes

estudadas atingiram o ICsg indicando uma baixa toxicidade das amostras.

5.6. Determinacao da atividade anticoagulante (atividade anti-Xa) in
vivo

Ratos machos Wistar (5-7 semanas de vida) provenientes do CEMIB
UNICAMP foram divididos em 4 grupos de 4 animais, de acordo com o farmaco

aplicado por via subcutanea ou oral. Os grupos analisados foram:

* Grupo 1: salina

» Grupo 2: nanoparticulas sem enoxaparina;

» Grupo 3: enoxaparina livre 5 mg/kg;

* Grupo 4: Nanoparticulas com enoxaparina 50 mg/kg;

A figura 10 demonstra a comparacdo da atividade anti-Xa entre os
grupos de animais que receberam salina, enoxaparina livre (5 mg/Kg),
nanoparticulas sem e com enoxaparina nas doses de 50 mg/Kg por via
subcutanea. Quando foi administrada a enoxaparina livre na dosagem de 5 mg/Kg,
houve um pico de atividade anti-Xa plasmatico em 1 hora, que desapareceu em 6
horas. Quando as nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina foram
administradas, observou-se um pico de atividade anti-Xa plasmatico em 3 horas,
muito superior ao obtido com enoxaparina livre, e que se manteve constante por

até 10 horas. No ultimo horario de analise (14 horas), observou-se ainda atividade
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anti-Xa de 0,6 Ul/mL. Quando foi administrado nanoparticulas de PCL-Quitosana
sem enoxaparina ndo se observou atividade anti-Xa plasmatica, assim como,

quando foi administrada salina.
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Figura 10: Atividade anti-Xa até 14 horas apds administracdo subcutanea de enoxaparina
livre 5 mg/Kg (¢), nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina 50 mg/Kg (m),
nanoparticulas de PCL-Quitosana sem enoxaparina (A ) e salina (x). Média obtida através
do numero de 4 ratos. p= 0,0043 comparacdo enoxaparina livre e enoxaparina
encapsulada.

A figura 11 demonstra a comparacado da atividade anti-Xa entre os
grupos de animais que receberam salina, enoxaparina livre (5 mg/Kg),
nanoparticulas sem e com enoxaparina nas doses de 50 mg/Kg por via oral. Nao
foi obervada atividade anti-Xa plasmatica em nenhuma das solugdes

administradas.
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Figura 11: Atividade anti-Xa até 14 horas apdés administracao oral de enoxaparina livre 5
mg/Kg (¢), nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina 50 mg/Kg (m),
nanoparticulas de PCL-Quitosana sem enoxaparina (A ) e salina (x). Média obtida através
do numero de 4 ratos. p > 0,05 em todas as comparagoes.

5.7. Inducao de TVP por estase e hipercoagulabilidade em modelo
animal

A padronizacao do modelo de TVP em ratos foi realizada no biotério do
Laboratoério de Hemostasia do Hemocentro de Campinas.

As figuras 12 a 16 mostram todas as etapas para a indugdo da

trombose e retirada do trombo.

A figura 10 mostra o abdémen aberto e o isolamento de ~1,5 cm da veia

cava inferior, abaixo da confluéncia da veia renal esquerda.
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Figura 12: Isolamento de ~1,5 cm da veia cava inferior

A figura 13 mostra a ligadura das veias colaterais da veia cava. Esta
ligadura teve o intuito de bloquear qualquer fluxo sanguineo na regido da ligadura
da veia cava, que pudesse interferir com a formacdo do trombo. A figura 4
demonstra a ligadura da veia cava inferior utilizando fio de seda 4-0 e o local de

administracdo da solucéo de tromboplastina.

Figura 13: Ligadura das veias colaterais
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Tromboplastina

Figura 14: Ligadura da veia cava inferior utilizando fio seda 4-0 e local de administracao
da solugéo de tromboplastina.

A figura 15 mostra o abdémen aberto observando-se o trombo formado
apo6s a abertura longitudinal da veia cava. Este método de retirada do trombo
através do corte da parede da veia cava contribuiu para a preservacao do material

trombaético.

Figura 15: Apds 20 minutos a parede da veia cava inferior foi cortada longitudinalmente
para retirada do trombo.
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A figura 16 mostra a retirada do trombo formado, para pesagem e

secagem posterior.

Figura 16: Retirada do trombo.

A tabela 3 mostra a média, desvio padrdao e o peso individual em

gramas dos trombos formados. A média dos pesos dos trombos foi de 0,0212 g.

N&ao se observou correlagdo entre o peso dos ratos e 0 peso do trombo.
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Tabela 3: Peso do trombo venoso em 8 ratos.

Peso do Rato (g) Idade Peso do trombo
(semanas) (9)
1 256 7 0,0227
2 222 6 0,0225
3 216 6 0,0282
4 249 7 0,0190
5 174 5 0,0183
6 180 6 0,0203
7 188 5 0,0187
8 172 5 0,0197
Média 207,1 6 0,0212
Desvio-padrao 33,5 1 0,0033

5.8. Avaliacao in vivo do efeito antitrombético de enoxaparina livre
e encapsulada, em modelo de TVP em ratos

Para avaliar o efeito antitrombético de enoxaparina livre utilizou-se o
tempo de 1 hora apds a administracao do farmaco para se verificar a presencga do
trombo, de acordo com os resultados preliminares realizados e padronizados em
nosso laboratério. Quanto a enoxaparina encapsulada, avaliou-se os trombos

formados nos tempos de 1 a 10 horas, a cada hora. De acordo com resultados
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encontrados, o tempo eleito para analise foi o de 6 horas, de acordo com a
reprodutibilidade do método nesse tempo.

As figuras 17 (a) e (b) demonstram a analise do efeito antitrombatico,
avaliada pelo peso do trombo de animais tratados com salina, enoxaparina livre e
encapsulada em nanoparticulas de PCL-Quitosana, administradas por via
subcutanea. Observou-se uma diferenga estatistica significante entre o grupo de
animais tratados com salina ou enoxaparina livre (p=0,0022) (figura a).

A comparacdo do peso do trombo entre o grupo de animais tratados
com nanoparticulas de enoxaparina (50 mg/Kg) ou salina por via subcutanea

mostrou diferenca estatistica significante (p= 0,0411) (figura b).
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Figura 17: Efeito antitrombotico in vivo avaliado pelo peso do trombo. Comparacao entre
um grupo de animais administrados com salina ou enoxaparina livre (a), e salina ou
nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina (b), todos por via subcutanea.
Valores obtidos através do numero de 6 ratos.
As figuras 18 (a) e (b) demonstram a analise do efeito antitrombatico,
avaliado pelo peso do trombo de animais tratados com salina, nanoparticulas de

PCL-Quitosana sem enoxaparina e nanoparticulas de PCL-Quitosana com

enoxaparina, administradas por via oral. Os resultados mostraram que o peso dos
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trombos formados foi muito semelhante, e que ndo houve nenhuma diferenca

estatistica significante entre os grupos analisados.
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Figura 18: Efeito antitrombotico in vivo avaliado pelo peso do trombo. Comparacao entre
0 grupo de animais administrados com salina ou com nanoparticulas de PCL-Quitosana
com enoxaparina (a); e entre o grupo de animais administrados com nanoparticulas de
PCL-Quitosana sem enoxaparina ou nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina
(b), todos administrados por via oral. Valores obtidos através do nimero de 6 ratos.
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6. DISCUSSAO

6.1. Preparacao e caracterizacdo das nanoparticulas com
enoxaparina

A heparina é o anticoagulante de escolha para prevencao e tratamento
do tromboembolismo venoso. Contudo, as Ilimitagcbes biolégicas e
farmacocinéticas, que exigem administracdo endovenosa ou varias doses
subcutdaneas ao dia e controle laboratorial, levaram ao desenvolvimento da
heparina fracionada, também denominada de HBPM. Estas s&o derivadas da
heparina (ndo fracionada) por depolimerizagcdo quimica ou enzimdtica. Entre as
grandes vantagens da HBPM estdo a sua elevada biodisponibilidade (Handeland
et al, 1990) e menor ligacdo aos macréfagos e células endoteliais, levando a uma
maior meia-vida plasmatica (Brzu et al, 1985).

A utilizacdo de métodos de liberacao sustentada para administracao de
farmacos utilizando-se nanoparticulas € bastante promissora, pois pode trazer
inUmeros beneficios na pratica clinica. Nesse sentido, a proposta de
desenvolvimento de uma nanoparticula com HBPM, como descrito anteriormente,
um anticoagulante com eficacia comprovada para o tratamento da TVP, e que
possa ser administrada por via oral, tem uma grande relevancia clinica.

O nosso grupo de pesquisa tem trabalhado nesse sentido, e
anteriormente foi produzida uma nanoparticula de PCL e enoxaparina, que
mostrou um efeito anticoagulante in vitro, mais prolongado quando comparado a
enoxaparina livre in vivo. O efeito antitrombdtico em modelo de TVP em ratos

também foi evidenciado (Pazzini, 2010).
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Este estudo avangou nessa pesquisa, desenvolvendo nanoparticulas de
PCL-Quitosana com enoxaparina, para avaliar a possibilidade de sua utilizacao
por via oral.

O método de dupla emulsdo e evaporacdao do solvente empregado
neste estudo permitiu a obtencdo de nanoparticulas esféricas e relativamente
homogéneas. Estas sao propriedades importantes quanto a qualidade das
nanoparticulas produzidas.

O tamanho das nanoparticulas tem relevancia quanto a
farmacocinética, e particulas com menor didmetro tendem a ser melhor absorvidas
pela parede da mucosa gastrointestinal. Este trabalho demonstrou que o didmetro
de nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina foi de 512,8 £ 13,8 nm.

Sun et al (2010) relataram recentemente que, complexos de
polieletrélitos com quitosana e enoxaparina com didmetros semelhantes foram
absorvidos por via oral. Contudo, esse estudo analisou a atividade anticoagulante
dessas nanoparticulas pelo TTPa, demonstrando um aumento de apenas 2
segundos em relacdo ao controle com salina, o0 que pode ser uma critica a
metodologia empregada. O estudo também nao referiu a concentracdo de
enoxaparina das nanoparticulas. Por outro lado, um estudo utilizando
nanoparticulas de PCL, Eudragit e PVA com tinzaparina (200 a 600 UI/Kg), com
didmetro de aproximadamente 400 nm, demonstrou absor¢cdo e atividade
anticoagulante, quando as mesmas foram administradas por via oral em coelhos,

gerando um aumento na atividade anti-Xa no plasma (Hoffart et al, 2006).
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Portanto, em relacao ao diametro, as nanoparticulas de PCL-Quitosana
produzidas neste estudo sdo semelhantes ao descrito por outros autores, o que
nao deve ter sido um obstaculo para a absor¢cao das mesmas.

As anadlises de estabilidade das nanoparticulas de PCL-Quitosana com
ou sem enoxaparina mostra que em 50 dias de avaliacdo essas nanoparticulas
mantiveram-se praticamente estaveis, variando muito pouco em diametro (em
torno de 500 nm), e indice de polidispersidade, e apresentaram sempre carga
positiva, fator importante para a absor¢cao em células e tecidos.

Uma dificuldade importante no encapsulamento da enoxaparina € a sua
natureza hidrofilica, pois conduz a uma maior difusdo do ativo para a fase aquosa
externa antes da precipitacdo do polimero, diminuindo desta forma a eficiéncia de
encapsulamento (Hoffart et al, 2002). Estudos prévios mostraram uma eficiéncia
de encapsulamento variavel, de 8 a 97%, o que pode ser decorrente da natureza
do polimero empregado e de sua carga (Jiao et al, 2002). Polimeros com carga
positiva podem comprometer a liberagcado da enoxaparina encapsulada.

Em relagdo a eficiéncia de encapsulamento, os resultados obtidos de
99% em média, reforcam a ideia de que o polimero natural quitosana utilizado no
revestimento das nanoparticulas encapsulou a enoxaparina na formulagao, fator
muito importante, principalmente quando esta dispersdo de particulas entra em
contato com a mucosa do estébmago, que contém um pH acido (1.2 a 2.0).

As andlises de citotoxicidade indicaram que a enoxaparina apresentou
baixa toxicidade, podendo ser utilizada como anticoagulante no tratamento da fase
aguda e na prevencdo da TVP em pacientes com risco elevado de fenébmenos

tromboembodlicos.
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A enoxaparina encapsulada foi mais citotoxica que a livre. Este
aumento na citotoxicidade pode ser atribuido as nanoparticulas, ja que as
nanoparticulas vazias apresentaram uma reducao de 4,95% na viabilidade celular,
isto sugere que a maior citotoxicidade da enoxaparina encapsulada, em relacao a
livre, pode ser atribuida a citotoxicidade das nanoparticulas. Entretanto, as
nanoparticulas com ou sem enoxaparina nao atingiram o ICs, até a maxima
concentracdo avaliada (45 uM) indicando que estas formulacbes apresentam
baixa toxicidade, podendo assim serem utilizadas em estudos visando o

tratamento ou prevengéo da TVP.

6.2. Padronizacao do modelo de TVP em ratos

A inducdo da TVP pelo modelo de estase em ratos é um método
amplamente empregado em estudos experimentais, particularmente para
avaliacao de farmacos com atividade antitrombética e anticoagulante (Carelli et al,
2005). Inicialmente propos-se o emprego do método de estase por ligadura da
veia cava, mas os resultados foram insatisfatorios apds inuUmeras tentativas.
Houve uma grande variabilidade em relagdo ao tamanho do trombo formado no
interior da veia cava, € mesmo, muitas vezes ndao houve a sua formacgao. Assim,
realizou-se a padronizacdo do método de estase, juntamente com um sistema
com inducao de hipercoagulabilidade.

Nesse método foi empregado um agente que acelera o processo de
coagulacao e consequentemente da formacao do trombo. O agente empregado foi

a tromboplastina extraida de placenta humana (Thromborel® S; Siemens; <60
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mg/mL), o que resultou em um trombo com uma grande quantidade de fibrina e
eritrécitos  (Heit, 2003), onde o sistema de coagulacdo tem um efeito
preponderante.

Com esse método obtivemos resultados mais homogéneos e
reprodutiveis visto que, com o modelo empregado no inicio do trabalho, ndo
estavamos demonstrando reprodutibilidade nos testes in vivo. Vogel et al (1989) e
Fonseca et al (2006) demonstraram que quando ha uma combinacao completa de
estase e hipercoagulabilidade resulta na formacdo reprodutivel de trombos
venosos com pequenos focos de agregados plaquetarios e grande quantidade de
fibrina e eritrocitos em inspecgdes histoldgicas. Atualmente, este modelo de estase
e hipercoagulabilidade esta sendo bastante utilizado em trabalhos para avaliagao

da atividade anticoagulante e antitrombdética de novos farmacos.

6.3. Determinacao da atividade anticoagulante (atividade anti-Xa) in
vivo

A atividade anticoagulante in vivo, apdés a administracdo das
nanoparticulas de PCL-Quitosana com enoxaparina ou enoxaparina livre, foi
avaliada ap6s a administracdo por via subcutanea e oral. A acao anticoagulante in

vivo foi avaliada pela determinacéo da atividade anti-Xa.

Os resultados obtidos com a administracdo subcutdnea da enoxaparina
livre mostraram que o aumento da atividade anti-Xa foi significativamente menor

quando comparado a nanoparticula de PCL-Quitosana com enoxaparina (50
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mg/Kg) (p= 0,0043). Provavelmente esses resultados sdo decorrentes da dose de

enoxaparina 10 vezes maior utilizada nas nanopatrticulas.

Além de uma maior atividade com as nanoparticulas com enoxaparina,
observou-se também que o tempo de elevacdo do anti-Xa foi prolongado, em
relacdo ao grupo que recebeu a enoxaparina livre. Nesse grupo houve o
desaparecimento da atividade anti-Xa apdés 6 horas, e o pico de acdo foi
alcancado em 1 hora, enquanto que a mesma permaneceu por 14 horas com o
emprego da enoxaparina encapsulada e o pico foi observado com 3 horas,
mantendo-se constante até 10 horas. Estes dados sugerem que as nanoparticulas
proporcionam a liberacdo da enoxaparina mais tardiamente e de uma forma mais
gradual e sustentada, e na pratica clinica isso poderia propiciar menor numero de

doses de enoxaparina.

A administracdo da enoxaparina por via oral, livre ou encapsulada em
nanoparticulas de PCL-Quitosana ndo gerou nenhuma atividade anticoagulante,
por até 14 horas, o que sugere que a enoxaparina nao foi absorvida pelo trato

gastrointestinal, por degradacgao precoce ou por falha na absorcéao.

As nanoparticulas contendo apenas enoxaparina apresentam carga
negativa, ndo favorecendo sua absorcao, pois a mucosa gastrointestinal possui a
mesma carga. Portanto, a utilizagdo da quitosana, que contém carga positiva,
poderia proporcionar a absorcao dessas nanoparticulas pelo trato gastrointestinal
dos ratos, ap6s administracao por via oral.

Contudo, nossos resultados demonstraram que o encapsulamento da

enoxaparina, mesmo com a utilizacdo da quitosana, ndao contribuiu para a
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absorcao da enoxaparina por via oral. Esse resultado contraria o descrito por Sun
et al (2010), que demonstraram que derivados de quitosana com diferentes
massas molares e enoxaparina propiciaram uma atividade anticoagulante em
ratos, quando administrados por via oral. Contudo, como referido anteriormente, a
atividade anticoagulante foi sugerida por um aumento de apenas 2 segundos no
TTPa.

Além desses resultados, muitas tentativas para melhorar a absorcao
oral de heparina estdo sendo feitas através do uso de adjuvantes, complexos com
diamida, e surfactantes. O N-(8-(2-hidroxibenzoil) amino) caprilato (SNAC) quando
associado a heparina nao fracionada e enoxaparina mostrou um efeito
anticoagulante quando administrado por via oral em humanos, aumentando o
TTPa e os niveis do fator anti-Xa. Recentemente, um estudo fase Il randomizado
duplo-cego comparou a profilaxia de TVP em protese de quadril utilizando SNAC-
heparina néo fracionada em altas e baixas doses com a enoxaparina subcutanea
(PROTECT TRIAL). Os resultados mostraram que a SNAC-heparina em altas
doses foi eficaz e segura quando comparada a enoxaparina subcutinea, mas
como esse estudo tinha como end point a analise de superioridade, esse objetivo
nao foi alcangcado. Contudo, como esses resultados sdo muito promissores e um
dos problemas relatados foi a baixa adesdo ao tratamento, em decorréncia do
sabor muito desagradavel da apresentacdo oral liquida, o desenvolvimento de
comprimidos talvez possa contornar esse problema e ser investigado em outro

estudo.
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Talvez a producdo de uma SNAC-heparina palatavel, que propicie
maior adesao ao tratamento, permitira a administracao oral, como uma alternativa

promissora em relacao ao maior nimero de doses e a via subcutanea.

6.4. Avaliacao do efeito antitrombotico in vivo em modelo de TVP
em ratos

A inducdo da TVP utlizando o0s modelos de estase e
hipercoagulabilidade propicia o desenvolvimento de trombos homogéneos e
reprodutiveis, além de acelerar o processo de formacao dos mesmos, 0 que

favorece a analise do efeito antitrombotico de farmacos.

A diminuicao do trombo formado ap6s o emprego das nanoparticulas de
PCL-Quitosana com enoxaparina administradas por via subcutanea demonstra
que o efeito antitrombdtico in vivo esta presente. Esse resultado é importante, pois
afasta a hipétese de que nao houve efeito das nanoparticulas de enoxaparina por

via oral em decorréncia do encapsulamento.

Quando a enoxaparina foi administrada por via oral, livre ou
encapsulada, observou-se que nao houve nenhum efeito antitrombaético. Portanto,
esses resultados sugerem que, ou a enoxaparina foi precocemente degradada, ou
nao absorvida. Outra hipotese é que a enoxaparina estivesse total ou parcialmente
localizada na interface quitosana / PCL, ocorrendo assim sua degradacdo assim
que foi realizada a gavagem no animal, uma vez que a enoxaparina em sua forma

livre se degrada rapidamente em pH acido.
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Pelo fato da avaliacdo do efeito antitrombético ser considerado um
método menos sensivel que o anticoagulante, a absorcdo de pequenas
quantidades de enoxaparina poderia nao ser suficiente para alterar a formacéo do
trombo. Contudo, como a atividade anti-Xa também estava ausente quando a
enoxaparina livre ou encapsulada foi administrada por via oral, esse resultado

deve refletir a auséncia de agao anticoagulante.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo particulas com didmetro nanométrico (500 nm) e com
carga positiva foram obtidas através do método de dupla emulsdo e evaporacao
de solvente. O método foi reprodutivel e, além disso, as particulas obtidas foram
estaveis por 50 dias. Uma alta eficiéncia de encapsulacao (~99%) foi obtida para o
farmaco hidrofilico enoxaparina indicando que o método escolhido foi adequado

para o encapsulado desta molécula.

As analises de citotoxicidade mostraram que a enoxaparina livre e as
nanoparticulas (contendo ou ndo enoxaparina) foram pouco citotéxicas, podendo

assim serem utilizadas em estudos visando o tratamento ou prevencao da TVP.

A padronizagdo do modelo de TVP em ratos por estase e
hipercoagulabilidade mostrou-se viavel na pratica, de facil execugdo e

reprodutivel, o que o torna adequado para a analise antitrombotica de farmacos.

O estudo mostrou que as nanoparticulas de PCL-Quitosana com
enoxaparina apresentam atividade anticoagulante e antitrombética em ratos,

quando administradas por via subcutanea.

A adicdo de quitosana nao propiciou um efeito antitromboético ou
anticoagulante, quando as nanoparticulas de enoxaparina foram administradas por
via oral em ratos. Esse resultado pode ser decorrente da ndo absorcdo das
nanoparticulas ou da degradacdo precoce da enoxaparina no trato

gastrointestinal.
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Comisséao de Etil.‘-a no Uso de Animais
CEUA/Unicamp
CERTIFICADO
Certificamos que o Protocolo n® 2145-1, sobre "Avaliacdo da atividade

anticoagulante e antitrombotica de nanoparticulas com heparina em modelo
animal de trombose venosa profunda”, sob a responsabilidade de Profa. Dra.
Joyce Maria Annichino-Bizzacchi [ Lucas Bessa Prado, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentago Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 03 de maio de 2010,

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2145-1, entitled " " isin

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 Research (State University of
Campinas - Unicamp) on May 3, 2010.
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