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A heparina é um anticoagulante amplamente empregado no tratamento e
profilaxia da trombose venosa profunda (TVP). Algumas limitacbes do seu uso
sao o custo e a via de administracdo, endovenosa ou subcutanea, as vezes em
doses repetidas em 24 horas. Assim, o desenvolvimento de um produto que
possa ser administrado por via subcutanea em um menor nimero de aplicacées
ou por via oral, torna-se um importante desafio, e de grande aplicabilidade
clinica. A utilizacdo de um sistema de liberacdo sustentada de farmacos pode
vir ao encontro desse objetivo, pois permite que o agente seja protegido e
liberado gradativamente. Este projeto consistiu na preparacao e caracterizacao
de nanoparticulas biodegradaveis de goli ( -caprolactona) (PCL) como
carreador de heparina de baixo peso molecular, e avaliagdo de sua atividade
anticoagulante e antitrombética in vivo. As nanoparticulas foram preparadas
pelo método de dupla emulsdo a/o/a e evaporacdo de solvente. A
caracterizacao das nanoparticulas foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), observando-se nanoparticulas esféricas e homogéneas. O
didametro médio das nanoparticulas foi de 269 + 36 nm e o potencial zeta foi de -
1,20 £ 1,93 mV, indicando que as mesmas apresentam carga negativa. A
eficiéncia de encapsulacéo, analisada pelo método Azure I, foi de 80 = 2,3%. A
liberagdo da heparina in vitro, avaliada pelo método de Azure I, no periodo de
24 horas foi de 4 + 1,8%. Apds a adicao da esterase houve um aumento para
10 £ 1,9% na liberacdo de heparina, provavelmente pela aceleracdo da
degradacdo das particulas pela enzima. A liberacdo in vivo da heparina
encapsulada, apo6s aplicacdo subcutanea em ratos, foi avaliada pela atividade
anti-Xa plasmatica através do método colorimétrico, e os resultados foram
comparados aos obtidos com heparina livre. A dose de heparina encapsulada
teve que ser 5 vezes maior que a dose de heparina livre. A heparina
encapsulada em nanoparticulas apresentou uma liberacdo sustentada por até
12 horas, por um periodo significativamente mais prolongado (P<0,01), mas
com menor atividade anti-Xa. Esses dados sugerem que as nanoparticulas
podem permitir que a heparina seja liberada de uma forma mais gradual, e

mesmo em dose mais elevada, ndo parece estar associada a um risco de
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atividade acima da faixa terapéutica. Quando se comparou a atividade anti-Xa
obtida pela injecao subcutdnea de nanoparticulas com heparina em doses
diversas, 800 Ul/Kg e 1000 UI/Kg, ficou demonstrado que o efeito e o tempo de
acao dependem da dose aplicada. Para avaliagdo da ag¢ao antitrombética foi
padronizado o modelo de TVP por estase em ratos. As doses de nanoparticulas
empregadas para a avaliagdo da acdo antitrombdtica foram calculadas pela
atividade anti-Xa semelhante a obtida com a heparina livre, de 0,3 a 0,7 Ul/mL.
A heparina livre ou encapsulada em nanoparticulas foi aplicada em uma unica
dose, por via subcutdnea. Os resultados mostraram que houve diminuicdo
significativa do trombo formado com a utilizagdo de heparina livre, em
comparacao ao grupo controle (P=0,004). Praticamente ndo houve a formacao
de trombose venosa em nenhum dos ratos que receberam a heparina
encapsulada em nanoparticulas, com uma diferenca significativa tanto em
relacdo ao grupo controle (P<0,001) como ao grupo com heparina livre
(P<0,001). Em resumo, o método de dupla emulsdo a/o/a mostrou-se um
método eficiente para o encapsulamento de heparina, proporcionando a
obtencdo de nanoparticulas esféricas e com alta eficiéncia de encapsulagao.
Pelos estudos in vivo, a heparina encapsulada né&o liofilizada mostrou uma
liberacao sustentada, por um periodo superior ao obtido com a heparina livre, e
com excelente acdo antitrombética. Caso esses resultados se confirmem
através da continuidade deste estudo, a utilizacdo de heparina encapsulada em
nanoparticulas na pratica clinica podera ser uma realidade com grandes

vantagens para o paciente.
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Heparin is an anticoagulant widely used in the treatment and prophylaxis of deep
vein thrombosis (DVT). Some limitations of its use is the cost and route of
administration, intravenous or subcutaneous, sometimes in repeated doses in 24
hours. Thus, the development of a product that can be administered
subcutaneously in a smaller number of applications or orally becomes a major
challenge, with interesting clinical applications. The use of a system for sustained
release of drugs can come to meeting that goal, because it allows the agent to be
protected and released gradually. This project consisted of the preparation and
characterization of biodegradable nanoparticles of poly (e-caprolactone) (PCL) as a
carrier of heparin of low molecular weight, and its evaluation of anticoagulant and
antithrombotic activity in vivo. The nanoparticles were prepared by the method of
double emulsion w/o/w and evaporation of solvent. The characterization of
nanoparticles was performed by scanning electron microscopy (SEM), which
showed homogeneous spherical nanoparticles. The average diameter of
nanoparticles was 269+36 nm and zeta potential was -1.20£1.93 mV, indicating
negative charge. The encapsulation efficiency, assayed by Azure Il, was 80+2.3%.
The release of heparin in vitro, at the 24-hour period was 4+1.8%. After the
addition of esterase the release of heparin was increased to 10+1.9%, probably by
accelerating the degradation of particles by the enzyme. The in vivo release of
encapsulated heparin after subcutaneous administration in rats, was assessed by
anti-Xa plasma activity and the results were compared with free heparin. The dose
of heparin encapsulated had to be 5 times the dose of heparin free. Heparin-
encapsulated nanoparticles showed a sustained release for up to 12 hours for a
period significantly longer (P<0.01), but with lower anti-Xa activity. These data
suggest that nanoparticles may allow heparin to be released in a more gradual, but
with lower activity. When comparing the anti-Xa activity obtained by subcutaneous
injection of nanoparticles with different doses of heparin, 800 IU/kg and 1000 [U/kg,
demonstrated that the effect and duration of action depends on the dose applied.
To evaluate the antithrombotic action of nanoparticles with heparin a model of DVT
by stasis in rats was used. The doses of nanoparticles used for the evaluation of
antithrombotic action were calculated by anti-Xa activity similar to that obtained
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with free heparin, 0.3 to 0.7 IU/mL. Heparin free or encapsulated in nanoparticles
was applied in a single dose subcutaneously. The results showed a significant
decrease of thrombus formed with the use of free heparin, compared with the
control group (P=0.004). There were virtually no formation of venous thrombosis in
any of the rats that received heparin encapsulated in nanoparticles, with a
significant difference both in the control group (P<0.001) and the group with free
heparin (P<0.001). In summary, the method of double emulsion w/o/w proved an
efficient method for the encapsulation of heparin, providing spherical
homogeneous nanoparticles with high encapsulation efficiency. For in vivo studies,
heparin encapsulated showed a sustained release for a period greater than that of
free heparin, and with excellent antithrombotic action. If these results are confirmed
by the continuity of this study, the use of heparin encapsulated in nanoparticles in
clinical practice can be of great benefits for the patient.
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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 séao:
alteracao da parede do vaso, do fluido sanguineo, e/ou da composicao sanguinea
(Rosendaal, 2005).

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

Em geral o membro inferior é o local mais freqientemente 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 organizacdo e incorporacao do
trombo a parede do vaso. Em geral o trombo se forma préximo as valvulas dos
vasos, e sua organizagcao 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 pode ser definida como um estado de predisposicao a
trombose, em que fatores de risco hereditarios ou adquiridos podem interagir entre
si, caracterizando-a como uma patologia multifatorial.

Os fatores de risco que caracterizam a trombofilia adquirida sdo a
gravidez, o puerpério, o uso de anticoncepcional oral ou de horménio de reposicao

hormonal, imobilizagdo prolongada, cirurgia, trauma grave, fraturas, neoplasias,
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idade avancada, antecedente de TVP, e sindrome do anticorpo antifosfolipidio
(SAF).

A trombofilia hereditaria, geralmente se expressa pela interacao de
fatores herdados ou adquiridos (Lane et al.,, 1996). Este defeito genético pode
acometer um unico gene que predispde a TVP, bem como variacdes genéticas
normais nos niveis das proteinas pré-coagulantes e anticoagulantes. O primeiro
episddio tromboembdlico geralmente ocorre entre a segunda e quarta décadas de
vida, em mais de 50% destes individuos é recorrente, e por vezes acomete sitios
pouco usuais, como veias intra-abdominais e do sistema nervoso central
(Rosendaal, 1999; Zoller et al., 1999; Middeldorp et al., 2001).

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

A heparina é o principal anticoagulante utilizado para o tratamento da
TVP na fase aguda e prevencao em pacientes com risco elevado de fenébmenos

tromboembodlico.

1.2. Heparina

A heparina (figura 1) é formada por uma mistura heterogénea de
glicosaminoglicanos e, polissacarideos compostos por longas cadeias de
repetidas unidades de dissacarideos (hesosamina e &cido glucurdnico ou
idurénico). A composicao das heparinas disponiveis atualmente apresenta ampla
variacdo 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.

Ccoo ~ CH,0S0;" Coo~ CH,0X
0S0; NHSO; ™~ ox NHY |n
Saquinda maiar Sequéncia variivel

Figura 1: Estrutura da heparina.
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A heparina € um anticoagulante indireto que atua como cofator da
antitrombina, um anticoagulante natural. A heparina liga-se a sitios lisina da
antitrombina induzindo sua mudancga conformacional, que expde alguns sitios
arginina, convertendo-a em um potente inibidor da coagulacdo. A acéao
anticoagulante ocorre pela formacao de uma ligacao covalente irreversivel entre o
sitio reativo arginina da antitrombina e os sitios serina dos fatores de coagulagao.

A ligagdo entre a heparina e a antitrombina ocorre através da
glucosamina presente em uma sequiiéncia pentassacaridea de alta afinidade da
heparina. Apenas um terco das cadeias de heparina contém esse
pentassacarideo, que € a fragcdo responsavel pela sua acao anticoagulante.

O complexo heparina-antitrombina inativa principalmente a trombina
(fator lla) e o fator Xa e, com menor afinidade os fatores IXa, Xla e Xlla.
Particularmente, na inativacdo da trombina € necessaria a formacdo de um
complexo ternario entre a heparina e a antitrombina/trombina. A formacdo 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 coagulagao nao requer a formacgao desse complexo (figura 2).

HNF (e HBPM > 5400 Da) S
o FXa
gy =1 Complexo

. &: — g —_— g:nod & TFxalAT

\> Complexo
Pentassacarideo " Flla/AT
OO0

Flla (Trombina)

FXa
+ —p- gxxﬂ -] —> gng' o Complexo
‘; cood :cxr?& FXalAT

HBPM < 5400 Da

Figura 2: Representagdo grafica da inativacdo da trombina e do fator Xa pela
heparina convencional e HBPM (Hirsh J., 2007).

Introducdo
25



Apés a formagdo do complexo trombina/antitrombina ou fator
Xa/antitrombina, a heparina é dissociada e pode atuar novamente.

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

Sua administracdo pode ser por via endovenosa ou subcutanea. A
recuperacao plasmatica por via subcutanea é proporcional a dose administrada.

A depuracao plasmatica da heparina ocorre inicialmente através de
uma saturagdo rapida, pela ligacdo aos receptores de células endoteliais e
macréfagos, onde a heparina € despolimerizada. Num segundo momento, mais
lento, ocorre a depuragdo renal. A depuracdo da heparina depende do
comprimento de sua cadeia, e as de menor tamanho sido 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 variacéao
na resposta ao tratamento com a heparina, o que demanda o monitoramento
laboratorial através do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), e a
inconvenientes na pratica clinica.

Assim, houve o desenvolvimento das heparinas de baixo peso
molecular (HBPM), obtidas pela despolimerizagdo quimica ou enzimatica da
heparina nao fracionada. O peso molecular dessas heparinas variam de 1 a 15
kDa, com uma média de 4 a 5 kDa. Devido aos diferentes métodos de preparacgao,
ha uma variabilidade nas propriedades farmacocinéticas e na atividade
anticoagulante das HBPM.

A despolimerizacao da heparina causa uma menor ligacao as proteinas,
levando a uma melhor biodisponibilidade. Por outro lado, a menor ligagcdo aos
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macréfagos e células endoteliais reduz a depuracao por saturagdo, o que aumenta
a meia vida das HBPM (Hirsh J., 2007).

Assim como a heparina nao fracionada, a HBPM exerce seu efeito
anticoagulante pela ativagao da antitrombina. Como a maior parte das cadeias da
HBPM apresentam menos de 18 sacarideos, a maioria dos fragmentos ndo podem
se ligar simultaneamente a trombina e antitrombina, e seu papel anticoagulante
principal ocorre pela inativagdo do fator Xa (Blann et al., 2009). Pelo fato de
virtualmente todas as moléculas de heparina ndo fracionada conterem 18
sacarideos, a proporcao anti-Xa:anti-lla é de 1:1. Em contraste, as HBPM tém
proporcdes variaveis de 2:1 a 4:1, de acordo com a distribuicdo de suas cadeias.

A tabela 1 mostra uma comparacao entre a heparina nao fracionada e a
HBPM, em relacdao ao peso molecular, média de unidades sacarideas e proporcao

da atividade anti-Xa:anti-lla.

Tabela 1: Comparacao entre heparina nao fracionada e HBPM.

Comparacio do Tamanho e Atividade Anticoagulante entre Heparina
Nao Fracionada e Heparina de Baixo Peso Molecular
Heparina Nao Heparina de Baixo Peso
Fracionada Molecular
Média do peso molecular (Da) 12,000-15,000 4,000-6,500
Unidades Sacarideos (Média) 40-50 13-22
Relacéo do Anti-fator Xa com 1:1 2:1a4:1
atividade Anti-fator Ila

As propriedades farmacocinéticas da HBPM s&o superiores a heparina
nao fracionada, pois apresentam maior biodisponibilidade por via subcutanea
quando administradas em menor dose, dose-resposta preditiva e meia-vida
superior. O pico da atividade anti-Xa ocorre 3 a 5 horas apds a injecao subcutanea
e sua depuracdo ndao é dose dependente. Assim, a HBPM é administrada em
doses fixas para tromboprofilaxia e em doses ajustaveis por Kg de peso para o
tratamento de TVP. Geralmente ndo ha necessidade de monitoramento
laboratorial, e somente em situacées especificas, 0 mesmo pode ser realizado

pela afericdo da atividade anti-Xa no plasma.
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Em termos gerais, comparativamente a heparina ndo fracionada, a
HBPM apresenta vantagens na pratica clinica, pela via de administracao
subcutanea, com uma ou duas aplicacdes diarias, e ndo necessitando de controle
laboratorial na maioria dos pacientes. Assim, a HBPM é a farmaco de escolha
para o tratamento agudo da TVP (Hirsh J., 2007).

Por outro lado, uma situacdo que seria muito desejavel, é a
possibilidade de utilizagdo de um menor nimero de doses de heparina, diminuindo
o desconforto das injecoes subcutdneas. Ainda, 0 mais interessante, seria a
administracdo pela via oral.

A heparina comum e a HBPM ndo s&o absorvidas pelo trato
gastrointestinal, provavelmente por causa de seu tamanho e sua carga negativa
(Jiao et al., 2002). Apds a ingestao oral, a heparina é degradada em fragmentos
sem acgao anticoagulante (Yildiz et al., 2005).

Nesse sentido, o emprego da nanotecnologia pode viabilizar essa
possibilidade, como tem demonstrado em outras situagées clinicas.

1.3.Nanotecnologia

A utilizacdo de um sistema de liberacdo de farmaco em nanoparticulas
poliméricas vem atraindo a atencdo dos pesquisadores por proporcionar uma
alternativa atrativa para uma liberacao por longo periodo, de agentes terapéuticos.
O encapsulamento de ativos neste sistema oferece muitas vantagens: (1) o ativo
pode ser liberado de forma continua e sustentada; (2) os farmacos sao protegidos
pela particulas; (3) a liberagdo em um sitio especifico pode ser atingido, e (4) a
repeticdo da administracdo do farmaco pode ser diminuida ou nao necessaria
(Jiao et al., 2002).

Nanoparticulas sdo  definidas como sistemas coloidais
submicrométricos, na faixa de 10 a 999 nm, que oferecem vantagens como
carreadores de farmacos, a biocompatibilidade com tecidos e células e a
versatilidade para formulagbes. O agente terapéutico pode estar encapsulado,
adsorvido ou ligado quimicamente a superficie das nanoparticulas. O termo

nanoparticula inclui as nanocépsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si
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segundo a composicao e organizacao estrutural. As nanocapsulas sao
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, que ndo apresentam uma fase oleosa
em sua composicado, sdao formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco
pode ficar retido ou adsorvido (Schaffazick S.R., 2003).

No sistema de liberacéao 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
mecanismos adequados, ter estabilidade adequada e possuir baixa toxicidade
incluindo qualquer produto de degradacdao (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 entao 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 plasméaticos sdo dependentes das dosagens
administradas, fato que pode ser problematico se a dose efetiva do farmaco
estiver proxima da dose téxica (Figura 3) (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).
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Figura 3: Concentragdo plasmatica efetiva de farmacos em fungcao do tempo em:
sistemas convencionais (curva em preto) e sistemas de liberacdo sustentada

(curva em vermelho) (Duran e De Azevedo, 2002-Modificado).

A eliminagao natural do polimero apés a liberagao total do ativo tem a
vantagem de dispensar o inconveniente da intervencgéo cirurgica para remogao de
implantes. Assim, sistemas micro e nanoestruturados biodegradaveis e
biocompativeis (microesferas, microcapsulas, nanocapsulas e nanoesferas) tém
sido desenvolvidos para liberacdo sustentada de farmacos (Benoit et al., 1996;
Soppimath et al., 2001).

Os materiais-suportes para a producdo de micro ou nanoparticulas
podem ser compostos nao-poliméricos como lipideos e cera de carnaulba,
poliméricos sintéticos como copolimeros de poli (D,L-lactico-co-glicélico) (PLGA),
poliacrilatos (PA) e poli(e-caprolactonas) (PCL) ou poliméricos naturais como
polihidroxialcanoatos (PHA’s), gelatina e quitosana (Panyam e Labhasetwar,
2003; Qurrat-ul-Ain et al., 2003).

Materiais poliméricos diferem na velocidade e na forma de degradacao
que sao determinadas pela energia requerida para a quebra da ligagdo e pela
localizacdo da ligacao (Harsici et al., 2001). Polimeros com fortes ligagbes
covalentes na cadeia principal (C-C) e com grupos nao hidrolisaveis requerem
longo tempo e/ou catalisadores para sua degradacdo. Calor, radiacao
eletromagnética (UV-visivel, y-radiacdo), agentes quimicos (agua, oxigénio,

o0zbnio, compostos halogenados) ou qualquer combinagao destes fatores podem
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catalisar a degradacdo de polimeros. Moléculas com grupos hidrolisaveis tais
como (C-O-C, C-N-C) sao degradadas mais facilmente e mais rapidamente.

A maioria dos polimeros biodegradaveis contém grupos hidrolisaveis
como amida, éster, uréia e uretano ao longo da cadeia carb6nica (Chandra et al.,
1998). Contudo, os polimeros contendo ligacdo éster e em particular poliésteres
alifaticos sao bastante atrativos para aplicacdes na area médica, devido as suas
caracteristicas de biodegradabilidade e versatilidade em propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas (Li et al., 1995). A biodegradacao de poliésteres alifaticos
pode ser influenciada pela composicdo quimica, peso molecular, polidispersao,
mecanismo de hidrdlise, porosidade, permeabilidade a dgua e a solubilidade do
polimero (Anderson et al., 1997)

1.4. Encapsulamento de heparina em nanoparticulas

Existem varios estudos de preparacdo de heparina encapsulada em
nanoparticulas através do método de dupla emulsdao 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). Estes estudos demonstraram bons resultados em relagdo ao didmetro,
eficiéncia de encapsulacao e atividade anti-Xa in vitro e em modelo animal (Hoffart
et al., 2002; Hoffart et al., 2005; Jiao et al., 2002) (Vide Tabela 2).

Esses estudos demonstraram que é possivel a producdo de
nanoparticulas com HBPM, com o método de dupla emulsdo a/o/a com solvente
organico, sem a perda da atividade biolégica do farmaco. Um dado relevante foi a
absorcao oral de heparina encapsulada em nanoparticulas poliméricas, mesmo
em baixas dosagens, 0 que sinaliza para possibilidade de aplicagdo na pratica
clinica em humanos.

No Brasil, apesar da nanotecnologia ja estar sendo aplicada em
diversas areas, nenhum estudo empreendeu o desenvolvimento dessa tecnologia
para producao de nanoparticulas com heparina, fato que motivou esta pesquisa na
Unicamp.
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Tabela 2: Comparacgéo dos estudos publicados sobre nanoparticulas de heparina.

Autores Polimeros Diametro (nm) Eficiéncia de Conclusao
Encapsulacao (%)
Hoffart et al., PCL e PLGA 240-490 PCL - 16+2,6 Nanoparticulas
2002 +RS e RL PLGA -10,6%3,3 representam um bom
“in vitro” RS - 37,9+3,1 veiculo para
RL — 56+2,3 administracdo oral de
RS/PCL - 3112,3 heparina.
RS/PLGA — 23,3+4
RS/RL/PLGA -
24,9425
Hoffart et al., PCL + RS 408 RS/PCL —31+2,3 Nanoparticulas de
2005 heparina  apresentam
“in vivo” eficacia oral, com efeito
modelo animal anticoagulante
prolongado.
Jiao et al, 2002 PCL e PLGA 260 — 300 RS - 59+16 Aumento significante na
“in vivo” + RS e RL PLGA — 1444 atividade anti-fator Xa e
modelo animal PCL — 8+1 TTPA apos
RL — 97+2 administragdo oral, em
RL/PCL — 53+2 coelhos.
RS/RL/PLGA 381
RS/PLGA 3612

1.5. Uso de nanoparticulas com heparina em modelo animal de
TVP

Até o momento os estudos realizados com nanoparticulas com heparina
apenas avaliaram seu efeito hemostatico, através da medida da atividade anti-Xa,
em modelo animal normal. Assim, um proximo passo para andlise da acao das
nanoparticulas com heparina, é a avaliacdo de sua atividade antitrombotica, em
modelo animal de TVP. O emprego de modelo animal de TVP pode possibilitar a
andlise de parametros que nao sao exequiveis em humanos, como a avaliagdo do
tamanho e peso do trombo venoso logo apos a ocluséo do vaso.

A inducdo de TVP por estase venosa, apds a ligadura da veia cava é
um modelo bem estabelecido na literatura, particularmente para avaliacdo da acao
da heparina (Carelli et al., 2005). Assim, esse modelo foi o eleito na parte

experimental deste estudo.
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Os objetivos deste estudo foram:

1. Sintetizar nanoparticulas a base de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis;

2. Encapsular heparina de baixo peso molecular em nanoparticulas;

3. Analisar in vitro as nanoparticulas com heparina, caracterizando a

eficiéncia de encapsulacao, didmetro, morfologia e liberacao do farmaco;
4. Padronizar o modelo in vivo de TVP induzida por estase em ratos;

5. Avaliar in vivo a acado anticoagulante das nanoparticulas com

heparina, em ratos normais;

6. Avaliar in vivo a acdo antitrombdtica das nanoparticulas com

heparina, usando modelo de TVP induzida por estase em ratos.
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3.1. Preparacao das nanoparticulas com heparina

A producao de nanoparticulas com heparina foi realizada no Laboratério
de Pesquisa do Prof. Dr. Nelson Duran do Instituto de Quimica da Unicamp, com a
colaboragéo da Dra. Priscyla D. Marcato.

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

solvente

A nanoparticula foi preparada com polimero biodegradavel PCL poli(e-
caprolactona) (Aldrich). A preparacao da nanoparticula com heparina foi realizada
pela técnica de dupla emulsdo descrita por Meng et al. (2003). A solucao de
heparina aquosa com 50 pL (500 Ul) de heparina de baixo peso molecular
(Clexane 60 mg/ 0,6 mL, 6000Ul), 1 mL de agua deionizada e 0,5% de PVA
(polivinil-alcool) foi primeiramente emulsificada com a fase orgénica contendo 10
mL de acetato de etila e 60 mg de PCL por agitacdo mecanica durante 1 minuto a
6000 rpm, formando uma emulsdo agua/éleo. Posteriormente, esta emulsao foi
transferida em um recipiente contendo 60 ml de dgua deionizada, 1% de PVA (0,6
g) e 0,9% de NaCl (0,54 g) e homogeneizada rapidamente em agitacdo mecanica
por 1,5 minutos a 10000 rpm, formando a dupla emulsédo (agua/éleo/agua). Apos
este periodo a dupla emulsdo foi colocada em um baldo de fundo redondo e o
solvente evaporado por 30 minutos a temperatura de 28°C em rotaevaporador. Em
seguida as nanoparticulas foram centrifugadas, lavadas com agua destilada,
congeladas em nitrogénio liquido e, secas em um liofilizador LB 3000 TT (Terroni-
Fauvel) (Marcato, 2006).

3.2. Caracterizacao das nanoparticulas com heparina

3.2.1. Eficiéncia de encapsulacao

A heparina encapsulada em nanoparticula foi quantificada com o
método colorimétrico Azure |l descrito por Lam et al. (1976) modificado.
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Para a realizacdo da curva de calibracdo foi preparada uma solucao
estoque de heparina com a concentragéo de 20 pl/mL, onde misturou-se 0,05 mL
de Clexane (10000 Ul/mL) em 25 mL de agua deionizada. A partir desta solucao
diluicbes sucessivas foram realizadas para obtencdo das concentracdes: 20
ug/mL, 15 ug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL e 2,5 pg/mL.

Na preparacdo da solucdo de Azure Il (0,05 mg/mL, 500Ul), foi feito
primeiro uma solucdo Azure Il de concentragdo de 1 mg/mL, pesando-se 5 mg de
Azure |l e adicionando-se 5 mL de agua deionizada. Apos a transferéncia de 2,5
mL desta solugdo para um baldo volumétrico, completou-se até 50 mL com agua
deionizada.

A medida no espectrofotdmetro UV-vis foi realizada no comprimento de
onda de 500 nm em triplicata. Para esta analise, 500 pL da solugao de heparina foi
misturada com 4,5 mL da solucédo Azure Il (0,05 mg/mL). Esta mistura foi deixada
em repouso por 1 minuto antes da medida da absorbancia.

Para a quantificacdo da eficiéncia de encapsulamento, o preparado de
nanoparticulas foi centrifugado em filtro Microcon Ultracel YM-100 (Millipore, corte
de massa molar de 1000 g/mol) por 40 minutos a 4000 x g. Aliquotas de 500 pL do
material centrifugado foram misturadas com 4,5 mL de solugdo Azure Il (0,01
mg/mL) e deixadas em repouso por 1 minuto. Apds este periodo, a absorbéancia foi
lida no comprimento de onda de 500 nm em um espectrofotbmetro Hitachi (U-
2000). A eficiéncia de encapsulamento (EE) da heparina foi calculada pela
seguinte equacao (Jiao et al., 2002).

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

EE (%) = 100 - % néo encasulada

3.2.2. 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
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Au/Pd pelo processo de Sputtering (evaporagdo 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 eletrbnico de varredura Jeol JSM-
6360LV, utilizando-se uma tensdo de aceleracdao de 20 kV e detectores de
elétrons secundarios e elétrons retro-espalhados (Rizkalla et al., 2006).

3.23. Tamanho médio e distribuicao de tamanho das
nanoparticulas

O diametro (Z-average) e o potencial zeta do preparado de
nanoparticulas foram analisados através da técnica de espalhamento dindmico de
luz. Para isto, 30 puL do preparado foi diluido com 970 uL de agua destilada em
uma cubeta de acrilico e, em seguida analisado no Zeta Sizer Malvern®. A carga
superficial (Potencial Zeta) das nanoparticulas foi medida adicionando-se 10 uL do
preparado em 990 uL de dgua destilada

3.2.4. Liofilizacao das nanoparticulas

O método de liofilizagdo foi empregado com o objetivo de obter
particulas sélidas que pudessem ser estocadas para uso posterior.

O preparado de nanoparticulas foi centrifugado por 30 min a 14000 rpm
em temperatura de 4°C e o sobrenadante foi retirado. A cada 5 mL de suspensao
de nanoparticulas foi adicionado 0,5 g de maltose (10%) (crioprotetor), e o sistema
foi congelado em nitrogénio liquido e seco em um liofilizador LB 3000 TT (Terroni-
Fauvel).

Para verificar possiveis alteragcdes no didmetro apds o processo de
liofilizagcao, as particulas foram redispersas em agua e o seu diametro foi medido
como descrito anteriormente. Para isto, 0,0300 g do liofilizado foi redisperso em 3
mL de 4gua destilada, e 30 uL desta dispersao foram diluidos com 970 uL de agua
destilada e, o diametro e o Potencial Zeta foram medidos.
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3.2.5. Determinacao da porcentagem de tensoativo residual (Sahoo
e col., 2002).

Este método foi incluido para avaliar a toxicidade residual, que poderia
interferir com o uso in vivo das nanopatrticulas.

Inicialmente foram preparadas as solucdes:

NaOH (0,5 mol/L), HCI (1 mol/L), HsBO3 (0,65 mol/L), Kl/l> (0,15/0,05
mol/L)

Determinacao da porcentagem de tensoativo residual:

Adicionou-se 2 mL de NaOH 0,5 mol/L a 2 mg de particula de PCL sob
banho—maria a 60 °C por 15 minutos. Depois foi adicionado 1 mL de HCI 1 mol/L
(usado para neutralizar a solucao). O volume foi completado com agua destilada
para um baldo volumétrico de 5 mL. A esta solucdo foram adicionados 3 mL de
solucdo de acido bérico 0,65 mol/L; 0,5 mL de solucéo de iodeto de potassio/iodo
(0,15/0,05 mol/L); 1,5 mL de agua destilada. Apés um periodo de reacdo de 15
minutos, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro UV-VIS (Equipamento
HP8542A) a 680 nm. A concentracao de PVA residual foi calculada de acordo com
a curva analitica Y= -0,001100406 + 0,03444X.

Para a obtencdo da curva analitica foi preparada uma solucdo mae
(0,0125 g de PVA em 25 mL de agua destilada), e por meio da diluicao desta
solugao obtiveram-se concentragdes entre 2,5 e 20 ug/mL.

Em seguida foram adicionados em 5 mL das solucdes ja diluidas, 3 mL
de acido bdrico (0,65 mol/L), 0,5 mL de iodeto de potassio/iodo (0,15/0,05 mol/L) e
1,5 mL de agua destilada.

As solugdes foram deixadas em descanso para que ocorresse a reacao
completa por 15 minutos, e em seguida foram lidas em espectrofotdmetro na
absorbancia de 680 nm.

3.3. Liberacao da heparina in vitro

O preparado de nanoparticulas com heparina total foi adicionado em 30
mL de tampao fosfato 50 mmol.L-1 (pH 7,4) em tubos Falcon. Os tubos foram
mantidos em uma incubadora Orbital (modelo MA 83/A) termostatizados a
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36,520,1 °C sob agitacdo de 120 rpm. Em determinados intervalos de tempo, uma
aliquota de 500 ul da suspenséao foi coletada e centrifugada a 4000 rpm durante
30 minutos e o sobrenadante, separado para analise. O mesmo volume de
aliquota retirado foi reposto com tampéao fosfato 50 mmol.L-1 (pH 7,4). A heparina
liberada foi determinada pelo método colorimétrico Azure || como descrito no item
3.2.1.

A segunda parte do experimento foi feita adicionando-se esterase (25
mg, 50 U/mL) ao preparado de nanoparticulas com tampao fosfato. Para
compensar a perda da atividade enzimatica a 36,5+0,1 °C, foram adicionados 25
mg de esterase a cada 6 horas (Jiao et al., 2002).

3.4. Determinacao da atividade anti-Xa in vivo

Ratos machos Wistar (250-350 g) provenientes do CEMIB UNICAMP
foram divididos em 4 grupos, contendo 6 animais por grupo, de acordo com o
farmaco aplicado.

e Grupo 1: HBPM 200 Ul/kg;

e Grupo 2: HBPM 1000 Ul/kg;

e Grupo 3: Nanoparticulas com HBPM 800 Ul/kg;

e Grupo 4: Nanoparticulas com HBPM 1000 Ul/kg.

O farmaco foi administrado via subcutanea, e o sangue coletado apds
1,83,6,9,10, 12, 14 e 16 horas (puncao caudal), para avaliacdo da atividade anti-
Xa.

e Principio do teste:

O fator Xa é inibido pela antitrombina Il (AT Ill) em uma incubacao
prévia, sendo ambos os reagentes fornecidos pelo kit. Esta reacédo é catalizada
pela acdo anti-Xa da heparina contida na amostra teste. Um terceiro reagente é
utilizado, o sulfato de dextran (DS) que libera a heparina ligada aos fatores de
interferéncia contidos no plasma teste, tornando-a acessivel para a determinacéo.
A quantidade de fator Xa (FXa) remanescente apdés a fase de incubacao, é
determinada por intermédio de um substrato cromogénico, em uma absorbancia

de 405 nm. Desta forma, quanto maior a absorbéncia encontrada na reagéo final,
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maior serd a quantidade de FXa residual, e consequientemente, menor sera a

concentracdo de heparina da amostra teste, conforme demonstrado nas reacgdes

abaixo.
Reacdo 1 : Heparina jigada + DS

> DSIigada + Hepal’ina livre

Heparlana amostra

Reacdo 2: FXa + ATl excedente

» (FXa-ATIIl) + FXa residual

_ . FXa residual
Reacéao 3: Substrato cromogénico

» tripeptido + corante

e Aparelho: Simens (BCS-XP)
¢ Reagentes:

- Fator Xa;

- Sulfato de destran (DS);

- AT IlI;

- Substrato;

- Controle normal e patoldgico.

Curva de calibracao: A curva de calibragédo foi construida através da

interseccao entre os pontos da atividade Anti-Xa (Ul/min) no plasma-eixo X, com

suas respectivas absorbancias no eixo Y, conforme tabela abaixo.

Tabela 3 — Curva de calibracao da atividade Anti-Xa.

Diluicao Concentracao (Ul/mL) Absorbancia (mA/min)

1,5 123,6
1:1,0 1,00 229,3
1:1,3 0,77 266,3
1:2,0 0,50 348,1
1:4,0 0,25 473,7
1:10,0 0,10 561,8
0:1,0 0,00 690,4
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Curva de Calibracao Heparina
y = 639,8e1,0%
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Figura 4: Curva de calibracdo da atividade anti-Xa.

Procedimento do teste:

Adicionam-se 50 uL da amostra teste, 50 uL de ATIIIl, 500 uL de FXa.
ApO6s mistura e incubagédo por 1 minuto a 37°C, adicionou-se 100 uL de substrato
cromogénico. A determinacdo da atividade anti-Xa € calculada através da
equacao:

(absorbancia final — absorbancia inicial) por minuto.

O limite de deteccao de atividade anti-Xa desse método é de 0,05
Ul/mL.

3.5. Padronizacao do método de Inducao de TVP por estase em
modelo animal

Foram utilizados ratos machos Wistar (250-350 g) provenientes do
CEMIB UNICAMP. Os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de
Ketamina e Xilazina. Para administracdo do anestésico foi preparada uma solucao
de 75 mg/kg de Ketamina, 10 mg/kg de Xilazina e 0,75 mL de agua deionizada.
Desta solucdo foram aplicadas 0,2 mL para cada 100 g do animal (Flecknell,
1996). O abdébmen dos animais foi cirurgicamente aberto e a trombose foi induzida
de acordo com o método modificado de Reyers et al. (1980) e Carvalho et al.
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(1992). Apds incisdo abdominal mediana, foi isolada a veia cava inferior,
aproximadamente 1,8 cm abaixo da confluéncia da veia renal esquerda, com pré-
nés. A ligadura da veia cava foi feita com fio de seda 4-0. Também foi realizada a
ligadura das veias colaterais com o mesmo fio.

Trés horas apds a inducao do trombo, os animais foram reanestesiados
e 0 abdémen reaberto para verificar a presenca do trombo. O trombo foi retirado e
pesado imediatamente e ap6s secagem em estufa a 37°C por 24hs foi novamente
pesado (Carelli et al., 2005).

3.6. Avaliacao in vivo através do modelo animal de TVP a acao
antitrombotica das nanoparticulas com heparina e da heparina livre

Os ratos Wistar, provenientes do CEMIB UNICAMP, pesando entre 250
e 350 g, foram divididos em 3 grupos, contendo 6 animais por grupo, de acordo
com o farmaco aplicado.

e Grupo 1: Salina;

e Grupo 2: Heparina HBPM: 200 Ul/kg;

e Grupo 3: Nanoparticulas com heparina HBPM: 1000 Ul/kg;

O farmaco foi administrado via subcuténea, e apds 1 hora iniciada a

inducao da TVP, conforme descrito na padronizacdo do modelo.

3.7. Analise Estatistica

Os resultados de eficiéncia de encapsulacado, diametro, indice de
polidispersidade, potencial zeta e liberagéo in vitro, foram analisados e expressos
pela média + desvio-padrao.

A avaliacao da diferenca das medianas da atividade anti-Xa e analise
da comparacdo do peso dos trombos entre 2 grupos independentes foram
realizados através do teste de Mann Whitney.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%,
ou seja, p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa
computacional R Development Core Team (2009), versao 2.10.1.
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4.1. Padronizacao do método de preparacao de nanoparticulas

com heparina

O método de dupla emulsdo (agua/dleo/agua) e evaporacao do
solvente foi escolhido em fungdo da solubilidade da heparina. Este método foi

padronizado para o encapsulamento de heparina em PCL.

4.2. Eficiéncia de encapsulacao

A andlise da interferéncia dos reagentes no método de quantificacao da
heparina, através da medida da absorbancia de solugées de PVA e NaCl mostrou
que o comprimento de onda de 500 nm foi 0 adequado. Os resultados mostraram
que nao houve absorbancia destes dois componentes nesse comprimento de
onda, e o mesmo foi escolhido para a determinacdo da eficiéncia de
encapsulamento da heparina.

A curva de calibragdo da heparina foi realizada pelo método
colorimétrico Azure Il. Inicialmente, foi utilizada uma concentracdo de Azure Il de
0,01 mg/mL, como descrito na literatura (Lam et al., 1976). Entretanto, as curvas
de calibragao nao foram reprodutiveis. Por este motivo utilizou-se a concentracao
de 0,05 mg/mL de Azure Il, obtendo-se a curva demonstrada na Figura 5, cuja
equacao da reta foi: Y = 0,00493 + 0,02076X e o coeficiente de correlacao foi de
0,999.
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Figura 5: Curva de calibracdo da heparina obtida pelo método

Colorimétrico Azure Il.

A partir da curva de calibracdo mostrada na Figura 5 foi calculada a
eficiéncia de encapsulacdo da heparina nas preparagdes de nanoparticulas. A
tabela 4 mostra os resultados da quantificacdo de heparina nas diferentes
preparacoes de nanoparticulas. Nesta tabela pode-se observar que o método foi
reprodutivel para o encapsulamento de heparina, sendo a média de eficiéncia de

encapsulacao igual a 80 + 2,3%.
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Tabela 4: Eficiéncia de encapsulamento de heparina nas nanoparticulas de PCL,

em 5 amostras.

Amostra | Absorbancia | Concentracdo da | % da heparina nao % da heparina
heparina nao encapsulada encapsulada
encapsulada (Eficiéncia de

Encapsulamento)

1 0,168067 78,5 pg/ml 15,7% 84,3%

2 0,107804 49,5 pg/ml 19,8% 80,2%

3 0,222493 104,7 pg/ml 21% 79%

4 0,225569 106,2 pug/ml 21% 79%

5 0,225955 106,4 pug/ml 21% 79%

Média 0,189977 89,0 pg/ml 19,7% 80%

Desvio- 0,052084 25,0 2,3 2,3

Padrao

4.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas poliméricas foi realizada por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), logo apds o preparo. Nesta analise

foram observadas particulas esféricas e homogéneas como mostra a Figura 6.
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Figura 6: Micrografias de nanoparticulas de PCL com heparina (a) X 5000, (b) X
11000 e (c) X 25000.

4.4. Tamanho médio e distribuiciao de tamanho das nanoparticulas

O diametro médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas de
PCL estao mostrados na Tabela 5. O didmetro médio das nanopatrticulas foi 269 *
36 nm com indice de polidispersidade de 0,366 * 0,022. Esse indice de
polidispersidade € considerado como médio e deve-se ao método de dupla
emulsdo e evaporacao de solvente, que pode formar particulas com diferentes
didmetros. A carga superficial das particulas (Potencial Zeta) foi de -1,37 £ 0,24
mV. Esta carga negativa deve-se a presenca de heparina, do surfactante e do
proprio polimero, que estdo presentes na superficie das nanoparticulas como
descrito por Hoffart et al. (2002).
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Tabela 5: Tamanho médio, indice de polidispersidade e potencial zeta das

nanoparticulas com heparina, em 3 amostras.

Dispersao de Indice de Diametro Potencial Zeta (mV)
Particulas Polidispersidade (nm)
1 0,364 242,3 -1,41
2 0,345 257,6 -1,12
3 0,389 308,4 -1,6
Média 0,366 269 -1,37
Desvio-Padrao 0,022 36 0,24

4.5. Tamanho médio e distribuicao de tamanho das nanoparticulas
liofilizadas

Para que as nanoparticulas fossem estocadas por longos periodos,
estas foram liofilizadas utilizando-se o crioprotetor maltose. Em seguida as
mesmas foram ressuspensas em agua para verificar alteracées no didmetro das
mesmas. Com isso observou-se que o didmetro das particulas aumentou 26%,
com uma reducdo de 25% no indice de polidispersidade (Tabela 6). Entretanto,
quando as particulas foram liofilizadas sem o crioprotetor, estas coalesceram, nao
sendo possivel a sua ressuspensdao em agua Em relagdo ao potencial zeta, este
aumentou de -1,37 £ 0,24 mV para -10,24 + 1,93 mV devido a presenga do
crioprotetor.

Foram testadas as concentragdes de maltose de 10% e 20% em
preparados de nanoparticulas lavadas e sem lavagem previamente. A
concentracdo que proporcionou melhor resultado foi a de 10%, em amostras sem

lavagem.
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Tabela 6: Diametro médio e indice de polidispersidade de nanoparticulas
liofilizadas com 10% e 20% de Maltose, com e sem lavagem.

Particulas Analisadas no Diametro (nm) Indice de
Zetasizer Polidispersidade
Particulas sem liofilizar 269 0,336
10% Maltose sem lavar 339 0,275

10% Maltose com 2 lavagens

20% Maltose sem lavar 433 0,386

20% Maltose com 2 lavagens

Tabela 7: Diametro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta de

nanoparticulas com heparina sem lavagem e liofilizadas com 10% de maltose, em

3 amostras.
Amostras Indice de Diametro (nm) Potencial Zeta (mV)

secas polidispersidade
1 0,291 371,3 -12,3
2 0,288 301,0 -8,46
3 0,248 347,3 -9,96

Média 0,275 339,8 -10,24

Desvio-Padrao 0,024 35 1,93

4.6. Determinacao da porcentagem de tensoativo residual (Sahoo e
cols., 2002).

O estabilizante poli (vinil-alcool) utilizado neste estudo apesar de ser um
excelente estabilizador de nanoparticulas, pode apresentar toxicidade
dependendo da sua concentracdo (Youan e col. 2003). Em funcao disto, as
particulas foram lavadas e o PVA residual foi quantificado apds as lavagens
(Wang e col. 2005). A construgcdo da curva analitica para determinar a
porcentagem de tensoativo residual foi feita de acordo com o item 3.2.4 (Figura 7).
A curva realizada em triplicata e o coeficiente de correlagdo em todos os casos foi
de 0,991. A equacao da reta foi Y = 0,00196 + 0,0116X.
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Figura 7: Curva de Calibracao de PVA.

A Tabela 8 mostra os resultados da quantificacdo do PVA nas

preparacdes de nanoparticulas.

Nesta tabela pode-se observar que as

preparacées apresentaram PVA residual, e ndo houve grande diferenca das

nanoparticulas lavadas e sem lavagem demonstrando que ndo ha necessidade da

realizacao do processo de lavagem.

Tabela 8: Quantidade de tensoativo residual nas nanoparticulas lavadas e nao

lavadas.
Amostras Absorbancia Concentracao (ug) Porcentagem
Particulas sem lavar 1,02040 87,79 ug PVA em 2000 pg 4,4%
particulas
Particulas lavadas 1X 0,72356 62,20 ug PVA em 2000 pg 3,11%
particulas

4.7. Liberacao da heparina in vitro

A figura 8 mostra o perfil de liberacao da heparina encapsulada in vitro

em nanoparticulas de PCL em tampao fosfato (pH 7,4) a 36°C. Nesta figura
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observa-se uma liberagdo lenta da heparina sendo que 4 + 1,8% foi liberada em
24 horas. Quando a enzima esterase foi adicionada no meio de liberacao, ocorreu
um pico de liberagdo em 1 hora de 10 + 1,9%, mantendo-se essa liberacao
sustentada por 24 horas.

—=—Nanoparticulas com heparina
— e —Nanoparticulas com heparina com esterase
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Figura 8: Liberacdo de heparina encapsulada em nanoparticulas de PCL em
tampao fosfato pH (7,4) com e sem enzima esterase.

4.8. Determinacao da atividade anti-Xa in vivo

As nanoparticulas com heparina liofilizadas e néao liofilizadas foram
administradas por gavagem na dose de administracdo de 1000 Ul/Kg, e nao foi
observada atividade anti-Xa em nenhuma das amostras coletadas nos diversos
tempos (1 a 14 horas). As nanoparticulas com heparina liofilizadas também foram
aplicadas por via subcutanea, e nenhuma atividade anti-Xa foi observada, nos

diversos tempos de coleta de sangue.
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Diante disso, apenas continuamos os estudos, analisando a agao in
vivo das nanoparticulas com heparina nao liofilizadas, por via subcutanea.

A comparacdo entre a atividade anti-Xa plasmatica apés a aplicacao
subcutanea de nanoparticulas com heparina nao liofilizadas e heparina livre, em
diferentes doses esta demonstrado nas figuras 9 e 10.

A figura 9 demonstra a comparacdo entre as 2 formulagdes de
heparina, na dose de 1000 Ul/kg. Observou-se que ap6és 1 hora da injecao de
heparina livre houve um pico de atividade anti-Xa plasmatico estatisticamente
significativo (P<0,001), que desapareceu apds 9 horas. Apos 9 horas, a atividade
plasmatica anti-Xa com o uso de nanoparticulas com heparina foi estatisticamente
superior ao obtido com heparina livre (P<0,001) em todos os tempos analisados.
As nanoparticulas com heparina mostraram uma atividade anti-Xa até 12 horas
apds a injecao subcutanea, entretanto com valores abaixo dos verificados com a

heparina livre.
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Figura 9: Atividade Anti-Xa ap6s administracdao subcutanea de nanoparticulas de
PCL com HBPM 1000 Ul/kg @), e HBPM 1000 Ul/kg ( ®). Média obtida através do
numero de 6 ratos. Em todos os tempos observou-se uma diferenca

estatisticamente significativa, com P<0,001 (*).

A figura 10 demonstra a comparagao entre a aplicacao subcutédnea de
heparina livre na dose de 200 Ul/kg, e de nanoparticulas com heparina nas doses
de 800 Ul/kg e 1000 Ul/kg. Observou-se que apods 1 hora da injegdo de heparina
livre houve um pico de atividade anti-Xa plasmatico, estatisticamente significativa
em relacdo as nanoparticulas de heparina nas 2 doses avaliadas (P<0,005). Ap6s
3 horas houve uma diminuicdo estatisticamente significativa da atividade anti-Xa
com a heparina livre, em comparagdo a heparina encapsulada em ambas as
doses (P=0,002). Com 6 horas observou-se o desaparecimento da atividade anti-
Xa, com o uso da heparina livre, estatisticamente significativo em relagao ao
observado com a heparina encapsulada (P=0,001). A comparacao entre as

atividades anti-Xa obtidas com as nanoparticulas com heparina mostraram um
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pico de atividade anti-Xa ap6s 3 horas da injecao subcutanea, mas com diferenca
estatisticamente significativa apenas apo6s 6 horas (P=0,03). A atividade anti-Xa
com as heparinas encapsuladas nas doses de administracdo de 800 e 1000 Ul/kg
mantiveram-se por até 10 e 14 horas, respectivamente. No tempo de 10 horas
houve o0 desaparecimento da atividade anti-Xa com a heparina encapsulada na
dose de administracao de 800 UI/Kg.
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Figura 10: Atividade anti-Xa até 14 horas ap6s a administracdo subcuténea de
HBPM 200 Ul/kgm), nanoparticulas de PCL com HBPM 1000 Ul/kg (e), e
nanoparticulas de PCL com HBPM 800 Ul/k). (Média obtida através do
nimero de 6 ratos. (#) P<0,005 Comparacdo heparina livre e heparina
encapsulada, (*) P>0,05 Comparagcao heparina encapsulada 800 Ul/kg e 1000
Ul/kg, (**) P<0,05 Comparagao heparina encapsulada 800 Ul/kg e 1000 Ul/kg.

Resultados
55



4.9. Modelo de trombose venosa em ratos pelo método de estase

A padronizacao do modelo de TVP em ratos foi realizada no biotério do
Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP.

Foi utilizado no experimento um microscopio 6ptico, fundamental para
esta técnica, porque é necessario isolar a veia cava inferior, sem que a mesma
seja perfurada.

As figuras 11 a 15 mostram todas as etapas para inducao da trombose,
e retirada do trombo, apds 3 horas da ligadura da veia cava inferior.

A figura 11 mostra o abdémen aberto e o isolamento com pré-nés de ~

1,8 cm da veia cava inferior, abaixo da confluéncia da veia renal esquerda.

Veia
Cava
Inferior

Figura 11: Isolamento de ~1,8cm da veia cava inferior com pré-né.

A figura 12 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 formacao do trombo. A figura 13

demonstra a ligadura da veia cava inferior com fio de seda 4-0.
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Figura 13: Ligadura na veia cava inferior com fio de seda 4-0.

A figura 14 mostra o abdémen reaberto ap6s 3 horas, com aperto dos
pré-nds, observando-se o trombo formado apds a abertura longitudinal da veia
cava. Este método de retirada do trombo através do corte da parede da veia cava,
contribuiu para a preservagao do material trombético.
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Figura 14: Apds 3 horas, o animal foi reaberto, os pré-nos foram apertados e a
parede da veia cava inferior foi cortada longitudinalmente para retirada do trombo.

A figura 15 mostra a retirada do trombo formado, para pesagem e
secagem posterior.

Figura 15: Retirada do trombo.

A tabela 9 mostra a média, desvio padrdao e o peso individual em
gramas dos trombos obtidos pelo método de estase. A média dos pesos dos
trombos foi de 0,0308g. Nao se observou correlagdo entre o peso dos ratos e 0
peso do trombo formado.
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Tabela 9: Peso do trombo venoso em 4 ratos.

Peso do rato (g) Idade (semanas) Peso trombo (g)
1 260 10 0,0342 g
2 275 12 0,0244 g
3 330 10 0,0234 g
4 303 10 0,0412¢g
Média 292 10 0,0308 g
Desvio-Padrao 40 1 0,008474

4.10. Avaliacao in vivo da atividade antitrombética da heparina
livre e encapsulada em nanoparticulas de PCL no modelo animal de TVP

Os ratos Wistar, provenientes do CEMIB UNICAMP, pesando entre 250
e 350 g, foram divididos em 3 grupos, contendo 6 animais por grupo, de acordo
com o farmaco aplicado.

e Grupo 1: Salina;

e Grupo 2: Heparina HBPM: 200 Ul/kg;

e Grupo 3: Nanoparticulas com heparina HBPM: 1000 Ul/kg;

O farmaco foi administrado via subcuténea, e apds 1 hora iniciada a
inducdo da TVP, conforme descrito anteriormente.

Nao houve diferenca no peso dos ratos utilizados em cada um dos
grupos, com médias de 259,38 g, 273,33 g e 258,33 g respectivamente.

A mediana e média dos pesos dos trombos logo apos a retirada e apos
secagem, nos 3 grupos analisados estao apresentados no anexo 1.

A atividade antitrombotica, avaliada pelo peso do trombo logo apés a
retirada, foi significativamente maior nos animais tratados com heparina
(P=0.00403) ou com nanoparticulas com heparina (P=0.00095), em relacdo ao
grupo controle. Além disso, a agdo antitrombética foi significativamente maior
quando os animais receberam as nanoparticulas com heparina, em comparacao
aos que foram tratados com heparina livre (P=0.00183). Na realidade, o uso das
nanoparticulas com heparina praticamente preveniu a formacao do trombo venoso
(Tabela 10).
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Tabela 10: Média do peso dos trombos logo apés a retirada.

Animais Média P P
(n) Peso Controle Heparina livre
trombo (g) versus versus
heparina livre / nanoparticulas | nanoparticulas
Controle 8 0,01720 - -
Heparina 200 Ul/kg 6 0,00287 0,00403
Nanoparticulas 6 0,00003 0,00095 0,00183
heparina 1000 Ul/kg

A atividade antitrombdtica, avaliada pelo peso do trombo seco, também
foi significativamente maior nos animais tratados com heparina (P=0,00703) ou
com nanoparticulas com heparina (P=0,00096), em relagdo ao grupo controle.
Além disso, a acao antitromboética foi significativamente maior quando os animais
receberam as nanoparticulas com heparina, em comparagdo aos que foram
tratados com heparina livre (P=0,00183) confirmando os resultados obtidos

através do peso do trombo logo apéds a retirada (Tabela 11).

Tabela 11: Média do peso dos trombos secos.

Animais Média P P
(n) Peso

Controle Heparina livre
trombo (g) versus versus

heparina livre / nanoparticulas | nanoparticulas

Controle 8 0,00485 - -
Heparina 200 6 0,00118 0,00703
Ul/kg 0,00183
Nanoparticulas 6 0,00001 0,00096
heparina 1000
Ul/kg

A figuras 16 e 17 ilustram graficamente os resultados apresentados nas
tabelas 10 e 11.
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Figura 16: Média e desvio-padrao do peso do trombo. * Controle versus
nanoparticulas.
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* P=0,00096

controle heparina livre  nanoparticulas
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Figura 17: Média e desvio-padrédo do peso do trombo seco. P<0,05. * Controle
versus nanoparticulas.
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5 - DISCUSSAO
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5.1. Producao de nanoparticulas com heparina

A heparina é o anticoagulante de escolha para prevencao e tratamento
do tromboembolismo venoso. Contudo, a heparina nao fracionada apresenta
limitagbes bioldgicas e farmacocinéticas, que levaram ao desenvolvimento da
heparina fracionada, também denominada de heparina de baixo peso molecular.
Estas sao derivadas da heparina ndo fracionada por despolimerizacao quimica ou
enzimatica. Entre as grandes vantagens da heparina fracionada é 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).

Contudo, ambas as formas de heparina apenas sao eficazes quando
administradas por via parenteral, ndo representando a forma mais adequada de
tratamento, tanto em relagdo ao conforto do paciente como para sua adesao ao
uso do medicamento. Particularmente, em algumas situa¢des clinicas é
necessaria a internagao do paciente, ou o tratamento por periodos prolongados.

No passado, inumeras tentativas foram empregadas na producao de
férmulas com heparina que pudessem ser utilizadas por via oral, como sais de
lisina, bases orgéanicas hidrofébicas, acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
emulsdes oleosas e lipossomos, mas todas sem sucesso, devido a baixa
biodisponibilidade, ao risco relacionado aos agentes toxicos adjuvantes e a
instabilidade da formulacdo (Morton et al., 1981) (Dal Pozzo et al., 1989) (Tidball
et al., 1962) (Guarini et al., 1985) (Ueno et al., 1982).

Outras férmulas de administracdo oral de heparina foram testadas,
como o uso de microesferas protéicas, que mostraram um aumento do TTPa em
modelo animal de rato (Leone-Bay et al., 1998).

Muitas tentativas para melhorar a absorcdo oral da heparina estao
sendo feitas através do uso de adjuvantes, complexos com diamida e
surfactantes, e o melhor agente utilizado até o momento parece ser uma
substancia denominada N-(8-(2- hidroxibenzoil)amino)caprilato (SNAC). Uma série
de estudos demonstra que heparina-SNAC administrada por via oral aumenta o
TTPa e os niveis de anti-fator Xa. Recentemente estudos demonstraram que a
adicdo do SNAC facilita a absorcao de heparina através do trato gastrointestinal
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em doses adequadas para prevencao e tratamento de desordens
tromboembdlicas (Arbit et al., 2006).

Recentemente, nanoparticulas poliméricas de PCL/PLGA e polimeros
nao biodegradaveis com carga positiva, contendo heparina nao fracionada foram
administrados por via oral em coelhos, na dose de 600 Ul/Kg, levando a uma
atividade anti-Xa plasmatica de 0,16 Ul/mL, com uma biodisponibilidade de 23%
(Jiao et al, 2002).

A acédo anticoagulante da heparina administrada por via oral depende
de sua liberagdo das nanoparticulas apds a absorcdo, protegida da acao
proteolitica das enzimas do trato gastrointestinal. Particulas com diametro inferior
a 10 um podem ser absorvidas através da parede intestinal, e 3 mecanismos
podem estar envolvidos no processo de absorcdo: via paracelular; transporte
intracelular pelas células epiteliais da mucosa gastrica e via linfatica.

As nanoparticulas apresentam carga negativa, assim como a heparina
intacta, ndo favorecendo sua absorcao, pois a mucosa gastrointestinal tem carga
negativa. Assim, este € outro obstaculo a ser transposto para o sucesso da
terapéutica.

Neste estudo, nosso primeiro objetivo foi a producdo de nanoparticulas
e 0 encapsulamento da heparina. Optamos pelo emprego da heparina de baixo
peso molecular, pelas vantagens em relacdo a heparina ndo fracionada, como
tempo de acdo e menores efeitos colaterais.

Uma dificuldade importante no encapsulamento da heparina é 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
encapsulagcao (Hoffart et al., 2002). Estudos prévios mostraram uma eficiéncia de
encapsulamento variavel, de 8 a 97%, 0 que pode ser decorrente da natureza do
polimero empregado e de sua carga (Jiao et al.,2002). Polimeros com carga
positiva podem comprometer a liberacao da heparina encapsulada. Apesar disso e
do reduzido tamanho da heparina de baixo peso molecular, nossos resultados
mostraram uma eficiéncia de encapsulamento de 80%, favorecendo o emprego do
polimero PCL apesar da sua hidrofobicidade.
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Se por um lado, obtivemos uma eficiéncia de encapsulamento de 80%,
as nanoparticulas mostraram carga negativa, e isto deve ser decorrente da
presenca de heparina, surfactante e polimero presentes na superficie das mesmas
(Hoffart et al.,2002). Esta carga negativa aumenta a estabilidade das particulas
minimizando o processo de aglomeragdo, mas € um fator limitante para a
absorcao via oral.

O método de dupla emulsdao e evaporacdo de solvente empregado
neste estudo permitiu a obtencdo de nanoparticulas esféricas, homogéneas, de
pequeno didmetro (269 nm), nao aglomeradas. Estas s&o propriedades
importantes quanto a qualidade das nanoparticulas produzidas. O tamanho das
nanoparticulas tem relevancia quanto a farmacocinética, visto que quanto menor o
didmetro da particula melhor é a absorcao pela parede da mucosa intestinal.

Com o intuito de aumentar a estabilidade das particulas, estas foram
liofilizadas. A liofilizacao pode ser um método adequado para a estocagem das
nanoparticulas, mas esse processo pode comprometer o produto final por alterar
suas propriedades morfologicas e funcionais. Nossos resultados mostraram que a
liofilizagdo praticamente destruiu o material produzido, com a completa
coalescéncia das particulas. Além disso, a liofilizacdo levou a um aumento da
carga negativa, o que pode comprometer ainda mais a absorcdo das
nanoparticulas pela via oral.

Infelizmente, além das alteracbes morfolégicas, a andlise in vivo
mostrou que a liofilizagdo comprometeu a atividade das nanoparticulas. Esse é um
dado relevante, que necessitara de outros estudos, pois a estocagem de
nanoparticulas com heparina com atividade biolégica é importante para que seja
viabilizado o seu emprego, na industria farmacéutica.

Nossos resultados, empregando a maltose como crioprotetor no
processo de liofilizacdo das nanoparticulas com heparina, permitiram a obtencéo
de um produto adequado morfologicamente, mas sem atividade biolégica. Isto
demonstra que teremos que realizar outros estudos, empregando outros materiais
ou outras técnicas, que contemplem a obtencdo de nanoparticulas com heparina

liofilizadas biologicamente ativas.
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O PVA foi o estabilizador empregado, e nossos resultados mostraram
mais um obstaculo a ser resolvido, uma vez que 0 mesmo permaneceu ligado as
nanoparticulas. O valor de LD50 (dose letal) do PVA via oral em ratos, é
relativamente alto: 14,7 g/kg (Youan e col. 2003). Procedemos com inumeras
lavagens das nanoparticulas com o intuito de retirar o PVA das mesmas. A
concentracdo de PVA em 2000 ug de nanoparticulas lavadas e ndo lavadas foi de
62,20 ug e 87,79 ug, respectivamente. Nossos resultados demonstraram que a
lavagem nao é um fator muito relevante, pois independente do numero de
lavagens, uma monocamada de PVA permaneceu nas nanoparticulas devido a
ligacdo irreversivel do mesmo com a camada de polimero na interface (Lee e
cols., 1999). Como a quantidade de PVA presente na formulacdo estd muito
abaixo da LD50, este ndo seria um fator que inviabilizaria a sua aplicagéo.
Contudo, caso em estudos posteriores optemos pela exclusdo do PVA das
nanoparticulas, teremos que ter um método adequado para sua retirada ou
mesmo usarmos outro estabilizador. Vale a pena ressaltar que o PVA ¢é
biodegradavel, e que em nao se atingindo a LD50, 0 mesmo seria eliminado do

organismo, sem maiores riscos.

5.2. Avaliacao da liberacao in vitro da heparina encapsulada
No estudo in vitro, de quantificacdo de heparina pelo método de
Azure Il, observou-se uma liberacdo sustentada por 24 horas, tanto com as
nanoparticulas com heparina sem enzima, como com 0 emprego da enzima
esterase.

Os nossos resultados demonstraram claramente que o uso da esterase
levou a um aumento importante da liberacdo de heparina apés 1 hora, e que
apesar do aumento ter uma menor velocidade ao longo de 24 horas, foi superior
ao verificado na auséncia da enzima. Este aumento da velocidade de liberacao se
deve a degradacdo das particulas pela enzima, acelerando o seu processo de
biodegradacao similar ao que ocorre com estas particulas no organismo humano.

Talvez in vivo, esta liberacdo seja ainda maior que a obtida com a esterase in
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vitro, devido a presenca de diferentes enzimas no corpo humano, sendo um ponto
a ser considerado na pratica.

A lentidao na liberacao de heparina entre a primeira € a 24 horas deve
ser decorrente das caracteristicas hidrofébicas do polimero PCL e de sua alta
cristalinidade.

5.3. Avaliacao da atividade anticoagulante in vivo das
nanoparticulas com heparina

Inicialmente a proposta do nosso estudo era a producdo de
nanoparticulas com heparina para administracdo por via oral. Contudo, por néo
termos nenhuma experiéncia na producao de nanoparticulas com heparina, € o
Laboratério de Pesquisa do Instituto de Quimica da Unicamp ja ter produzido
outras nanoparticulas com PCL (Marcato et al., 2010, Melo et al., 2009, Duran et
al., 2007), optamos pela sua utilizacdo, mesmo tendo conhecimento que 0 mesmo
apresenta carga negativa, um fator limitante para a absorcéo oral.

A via oral na prética clinica € muito interessante, e seria necessaria a
adicdo de um polimero de natureza policatibnica para aumentar a superficie de
adesdo das nanoparticulas na parede do trato gastrointestinal, e
consequentemente obter uma absorcdo adequada do farmaco. Este € um passo
que sera desenvolvido em um préximo estudo pelo nosso grupo de
pesquisadores.

Para avaliacdo da atividade anticoagulante in vivo das nanoparticulas
com heparina produzidas neste estudo optamos pela administracdo por via
subcutanea. A acao anticoagulante in vivo foi avaliada pela determinacdo da
atividade anti-Xa.

Inicialmente testamos a administracdo de nanoparticulas com heparina
liofilizadas, mas ndo obtivemos sucesso, demonstrando que a liofilizacdo destruiu
a atividade anti-Xa. Esses resultados confirmaram que paralelo as alteracoes
morfolégicas houve alteragdo dos testes in vivo.

O resultado obtido com a aplicacdo das nanoparticulas com heparina

nao liofilizadas por via subcutanea demonstrou que na mesma dose, ha uma acao
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maior e mais rapida da heparina livre em relacdo a encapsulada, pois o pico de
atividade anti-Xa foi mais elevado em uma hora (P<0,001) com o primeiro
farmaco. Contudo, houve uma agcdo mais prolongada com o uso da heparina
encapsulada, um dado importante a ser analisado em estudos futuros, visto que
os medicamentos que necessitam de menor numero de doses sdo muito
interessantes na pratica clinica.

Os resultados obtidos com a heparina livre na dose de 200 Ul/kg
mostraram uma atividade anti-Xa significativamente menor quando comparada a
dose de 1000 UI/Kg de heparina encapsulada. Esses resultados eram esperados,
visto que se utilizou uma dose de heparina 5 vezes maior com as nanoparticulas.
Apos 6 horas houve o desaparecimento da atividade anti-Xa com o uso da
heparina livre, enquanto que a mesma permaneceu por 12 horas com o0 emprego
da heparina encapsulada. Estes dados sugerem que as nanoparticulas podem
permitir que a heparina seja liberada de uma forma mais gradual. Além disso,
mesmo em doses mais elevadas, ndo se observou valores acima da faixa
terapéutica.

Quando se comparou a atividade anti-Xa obtida pela injecao
subcutanea de nanoparticulas com heparina em doses diversas, 800 Ul/Kg e 1000
Ul/Kg, ficou demonstrado que o efeito e o tempo de acdo dependem da dose
aplicada. A heparina encapsulada em maior dose teve um efeito significativamente
mais prolongado e maior atividade anti-Xa quando comparado a de menor dose.

5.4. Avaliacao da atividade antitrombética in vivo das
nanoparticulas com heparina no modelo de TVP
A inducdo da TVP pela ligadura da veia cava inferior e suas
colaterais € um método amplamente empregado em estudos experimentais,
particularmente para avaliagdo de farmacos com atividade antitrombética e
anticoagulante (Carelli et al., 2005)
A inducdo de TVP observada apés o emprego das nanoparticulas
com heparina mostrou um efeito antitrombotico in vivo muito importante e, muito

superior ao obtido com a heparina livre. Esse efeito antitrombético ndo teve um
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paralelo ao observado pela medida da atividade anti-Xa plasmatica, que avalia a
atividade anticoagulante. Esse € um ponto muito interessante na pratica, pois
farmacos com maior atividade antitrombética, e menor efeito anticoagulante,
podem atingir o objetivo de evitar a trombose, sem efeitos hemorragicos, uma
complicacdo séria do tratamento com os anticoagulantes disponiveis atualmente.
A andlise do tempo de sangramento teria sido interessante para comprovar essa
hipétese no modelo de TVP in vivo, e serd avaliado em estudos posteriores.

Apesar do efeito mais prolongado da atividade anti-Xa com heparina
encapsulada, sua magnitude foi menor, em comparacao ao uso da heparina livre,
na mesma dosagem. Isto ndo comprometeu a atividade antitrombotica da heparina
encapsulada. Assim, podemos propor algumas hipoteses para esse achado.
Talvez, uma acdo mais prolongada, mesmo que menos potente, tenha maior
importadncia na prevencao da trombose. Outra suposicdo é a de que outros
mecanismos, ndo avaliados pela atividade anti-Xa atuem na prevencao da
trombose, talvez pela acao sobre o endotélio.

Nesse sentido, a avaliacdo da acdo antitrombdtica dessas
nanoparticulas com heparina em modelos com inducdo da trombose por outros
métodos, como o uso do cloreto férrico, poderd contribuir para um melhor
entendimento dos processos envolvidos. Também, a analise do trombo, e de
proteinas expressas no mesmo possa contribuir para essa elucidacao.

De qualquer forma, esse foi um resultado inesperado e animador, pois
caso se confirme, as nanoparticulas com heparina talvez possam se tornar uma
alternativa promissora no tratamento da TVP e, particularmente na profilaxia da

mesma.
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6 - CONCLUSOES
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O método de dupla emulsdo a/o/a mostrou-se um método eficiente para
o0 encapsulamento de heparina, proporcionando a obtencdo de nanoparticulas
esféricas e com alta eficiéncia de encapsulamento (~80 %).

A liofilizagcao das nanoparticulas com heparina, mesmo com a utilizagao
de maltose como crioprotetor, ndo se mostrou um método adequado para
estocagem das mesmas, pois induziu a perda da atividade biolégica.

No estudo de liberacéo in vitro foi observado que a adicdo de esterase
aumentou a velocidade de liberacao da heparina provavelmente pela aceleragéao
da biodegradacao das particulas.

Pelo estudo in vivo, a heparina encapsulada mostrou uma liberacéo
sustentada em quantidades adequadas, e por um periodo superior ao obtido com
a heparina livre. Caso esses resultados se confirmem através da continuidade
deste estudo, a utilizagdo de nanoparticulas de heparina na pratica clinica podera
ser uma realidade com grandes vantagens para o paciente.

As nanoparticulas com heparina apresentaram uma excelente acao
antitrombética, com menor atividade anticoagulante, o que podera ser mais um
fator para continuidade da investigacdo do emprego de polimeros como veiculos
na administracdo de heparina.
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ANEXO 1

Peso do trombo venoso logo apds a retirada

Grupo Controle Grupo Heparina Grupo nanoparticulas

Mediana 0,01392 0,00194 0,00000
Minimo 0,00490 0,00103 0,00000
Maximo 0,05020 0,00817 0,00019
Média 0,01720 0,00287 0,00003
Desvio- 0,01500 0,00268 0,00008
Padrao

Numero total 8 6 6

Peso do trombo venoso seco

Grupo Controle Grupo Heparina Grupo nanoparticulas

Mediana 0,00372 0,00091 0,00000
Minimo 0,00110 0,00060 0,00000
Maximo 0,01515 0,00280 0,00005
Média 0,00485 0,00118 0,00001
Desvio- 0,00462 0,00081 0,00002
Padrao

Numero total 8 6 6
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ANEXO 2

CEEA/Unicamp

Comissao de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1350-1, sobre "Preparacao e caracterizacao de

nanoparticulas de heparina e seu empreqo em modelo animal de trombose

venosa", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Joyce Maria Annichino-

Bozzacchi / Carla_Pazzini, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na

Experimentacao Animal — CEEA/Unicamp em 26 de setembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1350-1, entitled "Preparation and characterization

of heparin-loaded nanoparticles and its employment in_animal model of

venous thrombosis"”, 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 Research (State University of Campinas - Unicamp) on September 26,
2007.

Campinés, )26 de setembro de 2007.

/e e Guoceld,

%rofa Dra. /-(na Marta@ Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEEA/IB - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax; (19) 3521-6356
13083-970 Campinas. SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

http:/iwww.ib. unicamp.br/institucional/ceealindex. htm
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