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RESUMO 

A hemostasia é definida como um processo fisiológico que mantém o estado líquido e 

circulante do sangue com indução de um tampão hemostático em caso de lesão 

vascular. A perda da integridade deste sistema pode gerar diversos quadros 

patológicos, tais como os distúrbios trombóticos (ex: aterotrombose e 

tromboembolismo venoso), que representam as causas mais frequentes de 

morbidade e mortalidade mundial. A agregação plaquetária é um dos principais 

eventos envolvidos no processo de formação do trombo vascular. De modo 

preocupante, os agentes antiagregantes plaquetários disponíveis atualmente no 

mercado exibem diversos efeitos indesejáveis à saúde do paciente levando à 

desistência do tratamento, o que reforça a importância do desenvolvimento de novas 

formulações administradas por vias alternativas. No presente trabalho, visando a 

utilização de microtecnologia, propomos o desenvolvimento de pós respiráveis 

contendo ácido acetilsalicílico associado à fucoidana produzidas por spray-drying para 

administração pulmonar e sua caracterização in vitro, in vivo e ex vivo. Foram 

desenvolvidas três formulações pulverulentas com diferentes adjuvantes de secagem 

(hidroxipropilmetilcelulose, L-leucina e quitosana) utilizando o ácido acetilsalicílico 

como fármaco antiagregante plaquetário e a fucoidana, um polissacarídeo natural 

para direcionamento aos locais lesionados passíveis de desenvolverem distúrbios 

trombóticos. As formulações foram inicialmente avaliadas quanto a parâmetros físicos 

e químicos, com rendimentos do processo de secagem de cerca de 50% e tamanhos 

de 1,4 a 2,6 µm. A análise morfológica evidenciou que as partículas exibiram 

superfície levemente rugosa. Entretanto, os resultados de estabilidade não foram 

satisfatórios para as formulações utilizando quitosana ou L-leucina, sendo selecionada 

apenas a formulação com hidroxipropilmetilcelulose para os ensaios posteriores 

(MP/F4M). Com isso, foi possível quantificar a fucoidana presente na formulação 

MP/F4M comparável ao polissacarídeo livre e determinar o perfil de liberação in vitro 

do ácido acetilsalicílico utilizando pó coeso em diferentes meios, com o patenteamento 

do aparato desenvolvido, demonstrando uma liberação controlada quando comparada 

ao fármaco livre. Além disso, foi, determinado transporte do tipo anômalo pela 

modelagem matemática deste perfil de liberação. Adicionalmente, foi caracterizado o 

perfil aerodinâmico in vitro da formulação MP/F4M, detectando propriedades 

aerodinâmicas adequadas para administração pulmonar visando deposição média a 



 

 

profunda. Com relação ao perfil de lavabilidade em mucosa esofágica suína, a 

formulação proposta apresentou propriedades mucoadesivas. Para os ensaios 

antihemostáticos in vitro, foi evidenciada ação antiagregante plaquetária da 

formulação MP/F4M comparável ao fármaco livre e para os ensaios in vivo, foi 

observado que não houve formação de trombose arterial após indução, com reduzido 

tempo de sangramento, sem alterar a estrutura dos órgãos na análise histopatológica. 

Com isso, foi desenvolvida uma formulação para secagem por aspersão baseada em 

micropartículas contendo ácido acetilsalicílico, fucoidana, L-lisina e 

hidroxipropilmetilcelulose, denominada de MP/F4M e os resultados in vitro revelaram 

potencial capacidade de administração por via pulmonar, devido à seus parâmetros 

físicos e químicos, propriedades mucoadesivas e de liberação controlada, além dos 

ensaios antihemostáticos/ antitrombóticos in vitro e in vivo evidenciarem a possível 

utilização desta formulação para tratamento de quadros trombóticos. 

 

Palavras-chave: antiagregantes plaquetários, trombose, micropartículas, ácido 

acetilsalicílico, fucoidana, hidroxipropilmetilcelulose, administração pulmonar 

  



 

 

ABSTRACT 

Development and characterization of microparticles containing acetylsalicylic 

acid associated with fucoidan produced via spray-drying for pulmonary 

administration 

 

Hemostasis is defined as a physiological process that maintain the current liquid state 

of the blood and induce a hemostatic plug in case of vascular injury. Losing the integrity 

of that system can lead to pathological conditions, such as thrombotic disorders (e.g. 

atherothrombosis and venous thromboembolism), which represent the most frequent 

cause of morbidity and mortality worldwide. Platelet aggregation is one of the main 

events involved in the formation of a vascular thrombus. Unfortunately, the 

commercially available antiplatelet agents exhibit a number of undesirable effects on 

patient health resulting in treatment withdrawal, which reinforces the importance of 

developing new formulations and administration alternatives. In the present study, 

aiming to use microtechnology, we propose the development of inhalable powders 

containing acetylsalicylic acid (as antiplatelet drug) associated with fucoidan (a natural 

polysaccharide to target injured sites that may develop thrombotic disorders) produced 

by spray-drying for pulmonary administration and in vitro, in vivo and ex vivo 

characterization. Three powdery formulations with different adjuvants 

(hydroxypropylmethylcellulose, L-leucine and chitosan) were prepared and these 

formulations were initially evaluated for physicochemical parameters, with drying 

process yields of about 50%, microparticles sizes ranged from 1.4 to 2.6 µm and 

morphological analysis showing that all formulations exhibited a slightly rough surface. 

However, stability of acetylsalicylic acid was not satisfactory for formulations using 

chitosan or L-leucine, only the hydroxypropylmethylcellulose (MP/F4M) formulation 

was selected for the subsequent assays Thereby, it was possible to quantify the 

fucoidan present in the MP/F4M formulation, determine acetylsalicylic acid in vitro 

dissolution profile using cohesive powder in different media demonstrating a controlled 

release when compared to free drug, with patent deposit for the developed method 

and apparatus. In addition, a mathematical modeling determined anomalous transport 

for this dissolution profile. Additionally, in vitro aerodynamic profile of MP/F4M 

formulation was characterized, demonstrating suitable aerodynamics property for 

medium to deep deposition in the lungs after pulmonary administration. Regarding the 



 

 

in vitro washability profile in porcine esophageal mucosa, the proposed formulation 

presented mucoadhesive properties. For in vitro antihemostatic assays, antiplatelet 

profile of MP/F4M was comparable to free drug and for in vivo assays it wat not 

detected arterial thrombosis after induction, with reduced bleeding time and no 

changes in the organs structure of these animals was observed. Therefore, spray dried 

microparticles containing acetylsalicylic acid, fucoidan, L-lysine and hydroxypropyl 

methylcellulose (MP/F4M) was developed. The in vitro results revealed potential 

pulmonary administration due to its physicochemical parameters, mucoadhesive 

properties and controlled release, as well as in vitro and in vivo antihemostatic 

/antithrombotic assays showing possible use for this formulation to treat thrombotic 

conditions. 

 

Keywords: platelet antiaggregants, thrombosis, microparticles, acetylsalicylic acid, 

fucoidan, hydroxypropyl methylcellulose, pulmonary administration 
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1  INTRODUÇÃO 

A hemostasia é definida como um processo fisiológico de manutenção do 

estado líquido e circulante do sangue, com a indução de um tampão hemostático em 

caso de lesão vascular para prevenir a perda de sangue, mantendo a perfusão e 

estimulando os processos de reparo locais (OAKLEY & LARJAVA, 2012; PIERDONÁ 

et al., 2014b; YANG, JIMENEZ & JABORI, 2014). Esse processo é dependente do 

endotélio vascular, da agregação plaquetária e dos fatores de coagulação, podendo, 

assim, ser dividido em quatro etapas: vasoconstrição reflexa, hemostasia primária, 

hemostasia secundária e fibrinólise (BONHOMME & FONTANA, 2015; VERSTEEG et 

al., 2013). 

O controle desses sistemas é desempenhado por processos hemostáticos que, 

em casos de desequilíbrio, podem desencadear, por exemplo, estados de hipo- ou 

hipercoagulabilidade. Esses estados podem gerar quadros fisiopatológicos severos, 

como os distúrbios tromboembólicos, entre esses, destacam-se a aterotrombose e o 

tromboembolismo venoso (GALANAUD, LAROCHE & RIGHINI, 2013; ROGERS et al., 

2014). Essas doenças são causadas respectivamente por quadros de trombose 

arterial, onde a agregação plaquetária desempenha um papel fundamental e de 

trombose venosa, caracterizada pela ativação da cascata de coagulação 

(MANNHALTER, 2014; TURPIE & ESMON, 2011). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), esses quadros patológicos 

fazem parte do grupo das doenças cardiovasculares que são a maior causa de 

morbidade e mortalidade em todo o mundo. Em 2011, estimou-se que 17,3 milhões 

de pessoas tenham morrido por estas causas, representando cerca de 30% do total 

de mortes mundialmente, tendo como previsão para 2030, um total de 23,6 milhões 

de óbitos (MAVRAKANAS & BOUNAMEAUX, 2011; YUSUF & MCKEE, 2014). No 

Brasil, as dificuldades para a obtenção de um dado correto sobre os gastos e óbitos 

ocasionados por esses distúrbios, em especial para os quadros relacionados às 

tromboses arteriais, como o acidente vascular cerebral (AVC) demonstram a falta de 

regulamentação federal para a notificação de casos. Os gastos com tratamento 

ultrapassam os R$270 milhões e mantém o país entre os dez primeiros com os 

maiores índices de mortalidade devido a complicações trombóticas (ABRAMCZUK & 

VILLELA, 2009). Nesse contexto, verifica-se uma crescente busca de novas terapias 
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de menor risco e maior eficiência (BARON, KAMATH, MCBANE, 2014; CHAPMAN & 

YUEN, 2014). 

A utilização de novas tecnologias, em especial das técnicas de 

microencapsulação vem apresentando-se como estratégia alternativa eficaz para 

superar as limitações dos tratamentos convencionais, como a técnica de secagem por 

aspersão e formação de um pó para administração por via pulmonar, com alguns 

estudos relatando eficiente microencapsulação de fármacos antitrombóticos 

(ARANAZ et al., 2017; JIAO et al., 2002; JUENET et al., 2018; KISHIMOTO et al., 

2012; TANG et al., 2012). 

Um exemplo clássico de fármaco antitrombótico é o ácido acetilsalicílico (AAS), 

ainda muito utilizado na clínica médica no tratamento e prevenção de eventos 

trombóticos primários ou secundários, visto sua comprovada eficácia e estudos a 

longo prazo sobre toxicidade e segurança (ALTMAN et al., 2004; ALTMAN, RIVAS, 

GONZALEZ, 2012; ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013; CASADO-ARROYO, 

SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER, REZKALLA, 2014). Seu 

mecanismo de ação baseia-se na inibição irreversível da ciclooxigenase-1 (COX-1), 

impedindo a formação de ácido araquidônico, que é um indutor plaquetário (LEI et al., 

2014). Contudo, os problemas inerentes ao uso crônico deste fármaco são bem 

descritos e estão associados ao risco aumentado de complicações gastrointestinais, 

como úlceras e sangramentos que levam a desistência do tratamento (ANGIOLILLO, 

2013; CHOI & KIM, 2013; KUNADIAN, 2013 e EL-HAYEK, 2014). 

Com isso, uma das alternativas para essa problemática pode ser a 

administração pulmonar, visto que, além da diminuição do efeito de primeira 

passagem, levando à uma maior biodisponibilidade do fármaco, há a inibição das 

plaquetas em seu local de biogênese (no pulmão, como exposto por LEFRANÇAIS et 

al. 2017). 

Nesse contexto, a fucoidana, um polissacarídeo sulfatado com seletividade 

para P-selectina (expressa em locais altamente trombogênicos, como endotélios 

lesionados e/ou plaquetas ativadas) (BACHELET et al., 2009; BARBAUX et al., 2010; 

BORSIG et al., 2011; CUMASHI et al., 2007; ROUZET et al., 2011) evidencia-se como 

um possível promotor de direcionamento específico para fármacos antitrombóticos 

como o AAS, tornando essa terapia conjunta bastante atraente. 
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JUSTIFICATIVA 

A administração pulmonar de pó inalável baseado em micropartículas contendo 

AAS associado à fucoidana tem como finalidade o seu direcionamento para locais 

com lesão endotelial favoráveis ao desenvolvimento de quadros trombóticos, e assim, 

reduzir a dose de fármaco administrado, além de evitar os efeitos adversos 

gastrointestinais decorrentes da sua administração oral.  

 

HIPÓTESE 

A administração pulmonar de pó inalável baseado em micropartículas de AAS 

associado à fucoidana apresentará atividade antiagregante plaquetária sem 

interferência nos mecanismos de coagulação sanguínea, com diminuição de efeitos 

hemorrágicos e eficaz direcionamento para locais com alta expressão de p-selectina 

em uma dose menor do que descrita na literatura para a via oral.
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2 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e caracterizar, in vitro, in vivo e ex vivo, um sistema carreador 

contendo ácido acetilsalicílico associado à fucoidana para tratamento e/ ou prevenção 

de quadros trombóticos primários ou secundários.  

 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Desenvolver e produzir uma formulação farmacêutica baseada em 

micropartículas contendo ácido acetilsalicílico associado à fucoidana;  

- Caracterizar as propriedades físico-químicas da formulação desenvolvida 

através da (o): 

• Determinação do diâmetro médio e distribuição granulométrica; 

• Análise morfológica; 

• Determinação do teor de fármaco e estabilidade; 

- Quantificar a fucoidana presente na formulação; 

- Determinar o perfil de liberação in vitro do ácido acetilsalicílico a partir da 

formulação desenvolvida utilizando cápsulas de gelatina dura ou pó coeso; 

- Avaliar o desempenho aerodinâmico in vitro; 

- Determinar as propriedades mucoadesivas (lavabilidade; trabalho de 

mucoadesão e adsorção de mucina) e permeação/ penetração in vitro; 

- Caracterizar o perfil antihemostático in vitro e ex vivo; 

- Avaliar o perfil antitrombótico in vivo; 

- Avaliar o potencial hemorrágico in vivo; 

- Avaliar a integridade de diversos órgãos após os diferentes ensaios in vivo. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 SISTEMAS MICROPARTICULADOS 

As micropartículas são sistemas micrométricos (1 a 1000 µm) que apresentam 

uma barreira funcional, distinguível ou não, entre o núcleo e a matriz polimérica. Seus 

mecanismos de liberação de fármacos podem ser de dissolução, erosão ou difusão, 

levando em consideração propriedades como coeficiente de solubilidade e de difusão 

do fármaco, assim como características morfológicas das partículas (BAKRY, A. M. et 

al., 2015; CALVO et al., 2011; GHARSALLAOUI et al., 2007; VEHRING, 2008). 

Além disso, podem ser divididas em duas grandes classes: microcápsulas de 

núcleo único ou múltiplos núcleos e microesferas (onde a substância ativa está 

integrada à matriz do material estruturante) (DUBEY, 2009; MA, 2014). 

Segundo Vert e colaboradores (2012) e de acordo com as regras IUPAC (do 

inglês International Union of Pure and Applied Chemistry), as microcápsulas são 

definidas por apresentarem uma parede sólida (membrana ou revestimento) em torno 

de um ou mais núcleo(s). Já as microesferas, não possuem membranas ou parede 

exterior distinguível (Figura 1) (VERT et al., 2012). 

 

Figura 1 – Figura esquemática de microcápsulas e microesfera. As microcápsulas 
apresentam parede sólida, demonstrada pelos círculos pretos em torno de um ou mais 
núcleo(s) – na figura em branco. As microesferas não apresentam membrana ou 
parede exterior distinguível, demonstrado por círculos de diferentes cores, 
simbolizando diferentes constituintes. 
Fonte: SAITO et al., 2018.  

A microencapsulação tem atraído inúmeras pesquisas na área farmacêutica, 

como por exemplo, obtenção de sistemas de liberação controlada de fármacos, 

encapsulação de fármacos hidrofóbicos, diminuição de efeitos adversos, melhoria de 

estabilidade, diminuição da dose administrada e período entre administrações, além 

de formulações modificadas com a finalidade de interagir com o sítio alvo (ALVAREZ 

DORTA DIMITRI et al., 2017; BAKRY, A. M. et al., 2015; BEN AMARA et al., 2017; 
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FANGMANN et al., 2018; JIMÉNEZ-MARTÍN et al., 2015; KAJIMOTO KAZUAKI et al., 

2018; LI et al., 2015; MOORANIAN et al., 2015; TIANI et al., 2018; TRINH et al., 2015). 

Diversos métodos são descritos na literatura para o desenvolvimento de 

micropartículas, os quais são divididos em duas classes: métodos físicos e métodos 

químicos (DUBEY, 2009; MA, 2014), os quais compreendem polimerização por 

emulsão (GRIGORAS, 2017); polimerização por suspensão (WANG et al., 2017; 

YATAGANBABA, OZKAHRAMAN, KURTBAS, 2017); dispersão (DE MATOS-JR et 

al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; REN et al., 2017); coacervação (DAS, BANERJEE, 

BELLARE, 2005; GJOSEVA et al., 2018; HUANG et al., 2017; RUTZ et al., 2017); 

deposição camada por camada (CHAI et al., 2017; CHENG et al., 2017; FRINDY et 

al., 2017; MENG et al., 2017); fluido supercrítico (ADAMI et al., 2017; ADAMI, 

SCOGNAMIGLIO, REVERCHON, 2018; BADENS et al., 2017; CAMPARDELLI & 

REVERCHON, 2017; CRICCHIO et al., 2017) e secagem por aspersão (BECK-

BROICHSITTER et al., 2017; COLLADO et al., 2017; DAVIS, 2017; GARCIA-

CONTRERAS et al., 2017; HARSHA et al., 2017; NI et al., 2017). É importante 

ressaltar que a escolha do método precisa levar em conta o polímero de escolha, a 

via de administração, os efeitos desejados e a duração do tratamento (BAKRY, A. M. 

et al., 2015; DUBEY, 2009).  

Em relação aos polímeros, destacam-se os polímeros sintéticos 

biodegradáveis, como poli(ácido lático); poli(ácido lático-co-ácido glicólico); poli(ácido 

lático-co-ácido glicólico)-b-polietilenoglicol e poli(Ɛ-caprolactona) (HUSSAIN et al., 

2017; KIM et al., 2017; RHODES et al., 2017; TANETSUGU et al., 2017; VAN BEERS 

et al., 2017); os polímeros derivados de metacrilato de metila e ácido acrílico, como 

EUDRAGIT® FS 30D; RS100; RL100; L100 e E100 (CARTAGENA et al., 2017; 

FAROOQ et al., 2017; HALES et al., 2017; MOMOH et al., 2017; SHAH et al., 2017; 

THAKRAL et al., 2013; TIAN et al., 2018); os polímeros naturais, como a quitosana, 

fucoidana e dextrana (CHAOUAT et al., 2017; CHEN et al., 2017, 2018; LI et al., 2017; 

NI et al., 2017; ROY & NAYAK, 2017; YANG et al., 2017; GJOSEVA et al., 2018; 

JUENET et al., 2018; JUNKINS et al., 2018) e os derivados de celulose como 

tributirato de celulose; acetobutirato de celulose, etilcelulose e 

hidroxipropilmetilcelulose (BHUIYAN et al., 2017; DUFRESNE, 2017; NATTERODT et 

al., 2017; TAO et al., 2017; ZATTA et al., 2018). 
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 Secagem por aspersão 

Dentre os métodos citados, a secagem por aspersão é muito utilizada devido 

sua relativa rapidez, visto que geralmente é realizada em uma etapa, seu baixo custo 

e capacidade de ser transponível para escala industrial, sendo uma das técnicas mais 

utilizada para obtenção de micropartículas (CAL & SOLLOHUB, 2010; SOLLOHUB & 

CAL, 2010). 

A secagem por aspersão pode ser dividida em três etapas: (1) divisão do líquido 

de alimentação em gotículas; (2) contato líquido-ar aquecido e consequente 

evaporação do solvente e (3) separação sólido-ar. As etapas e condições em que são 

preparadas, assim como os constituintes da formulação precisam ser levados em 

consideração para obtenção eficaz de um produto final com alto rendimento e 

propriedades físico-químicas e morfológicas desejadas (CAL & SOLLOHUB, 2010; 

SOLLOHUB & CAL, 2010).  

A atomização consiste na divisão do líquido em gotículas do fluido de 

alimentação por meio de um fluxo de ar aquecido. Então, há uma troca de calor entre 

as gotículas atomizadas e o ar, evaporando o solvente em segundos. Logo após, 

ocorre a separação das partículas sólidas do ar, possibilitando a coleta do pó formado 

(CAL & SOLLOHUB, 2010; SOLLOHUB & CAL, 2010; VEHRING, 2008) (Figura 2). 

Nos estudos utilizando polímeros sintéticos biodegradáveis e secagem por 

aspersão, Karaszewska e colaboradores (2017) empregaram esta técnica para 

encapsular o triclosan em micropartículas, as quais apresentaram eficiente atividade 

antibacteriana (KARASZEWSKA AGNIESZKA et al., 2017). Por sua vez, Zernov e 

colaboradores (2017) desenvolveram uma partícula onde foi possível obter uma 

liberação controlada do paclitaxel (ZERNOV et al., 2017). Finalmente, Nieto-Orellana 

e colaboradores (2018) desenvolveram complexos com proteínas não-covalentes 

para liberação pulmonar utilizando a lisozima como fármaco modelo (NIETO-

ORELLANA et al., 2018). 

Considerando os polímeros derivados de metacrilato de metila e ácido acrílico, 

Shah e colaboradores (2017) utilizaram micropartículas de glutationa e 

nitrosoglutationa com Eudragit® FS 30D para tratamento da doença de Crohn (SHAH 

et al., 2017); Varshozas (2016) utilizou repaglinida e Eudragit® E100 com o intuito de 

aumentar a estabilidade e solubilidade deste fármaco (VARSHOSAZ et al., 2017) e 

Amelian e colaboradores (2017) utilizaram cetirizina e Eudragit® E 100 para mascarar 
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o gosto deste fármaco anti-histamínico (AMELIAN et al., 2017). Finalmente, 

Deshmukh, Mujumdar e Naik determinaram as propriedades de uma formulação 

contendo aceclofenaco e Eudragit® RS-100, caracterizando-a quanto ao tamanho de 

partícula, morfologia, eficiência de encapsulação e liberação in vitro, com resultados 

promissores para liberação prolongada e tratamento crônico de desordens 

musculares (DESHMUKH, MUJUMDAR, NAIK, 2018).  

 
Figura 2 – Esquema da técnica de secagem por aspersão, demonstrando: 1. 
Atomização; 2. Contato líquido vapor aquecido e 3. Separação das partículas sólidas 
do vapor e posterior coleta do produto seco.  
Fonte: Modificada de Burki, Arpagaus e Betz, 2011. 
 

Para polímeros naturais, diversos estudos envolvendo a secagem por aspersão 

e quitosana são relatados. Collado e colaboradores (2017) encapsularam esteroides 

em uma matriz polimérica de quitosana (COLLADO et al., 2017); Aranaz e 

colaboradores (2017) desenvolveram micropartículas de quitosana contendo um 

antidepressivo (venlafaxina), obtendo um perfil de liberação do tipo anômalo com 

liberação sustentada (ARANAZ et al., 2017) e Silva e colaboradores (2018) utilizaram-

se da técnica para encapsular ibuprofeno e nanocompósitos de magnetita revestidos 
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com ouro em pós de quitosana para tratamento de câncer de pulmão, resultando em 

uma rápida liberação em pH 6,8 (pH tumoral), evidenciando internalização desta 

formulação nas células tumorais através de suas características fluorescentes (SILVA 

et al., 2017). De forma interessante, Singh e colaboradores (2017) encapsularam 

bactérias probióticas com auxílio de micropartículas de quitosana e 

carboximetilcelulose (SINGH et al., 2017). Por sua vez, Ni e colaboradores (2017) 

desenvolveram um modelo de micropartículas de quitosana para a via pulmonar capaz 

de encapsular fármacos hidrofóbicos (NI et al., 2017).  

Em estudo recente, Zatta e colaboradores (2018) obtiveram micropartículas de 

5-fluorouracil, sulfato de condroitina e hidroxipropilmetilcelulose (Methocel™ F4M), 

levando em conta parâmetros aerodinâmicos teóricos, porcentagem de partículas 

respiráveis, propriedades mucoadesivas e efeito citotóxico em cultura de células de 

melanoma com resultados promissores para a administração pulmonar dessa 

formulação (ZATTA et al., 2018).  

Por fim, alguns trabalhos relatam a utilização de fucoidana, como Khalufu e 

colaboradores (2017), que demonstraram atividade antioxidante in vitro de 

formulações contendo esse polissacarídeo (KHALAFU et al., 2017) e Lee e 

colaboradores (2015) que concluíram que a fucoidana por via oral preveniu a 

progressão de osteoartrite in vivo utilizando ratos (LEE et al., 2015). De forma 

resumida, diversos trabalhos utilizaram formulações contendo fucoidana extraída de 

diferentes espécies de algas marrons, as quais apresentaram atividade 

anticoagulante, antiagregante plaquetária, antitumoral e anti-inflamatória in vitro e in 

vivo, por via oral (CHURCH et al., 1989; BILAN et al., 2006; CUMASHI et al., 2007; 

BACHELET et al., 2009; MURAKAMI et al., 2010; ALE, MIKKELSEN & MEYER, 

2011a; FITTON, 2011; HUANG & LAM, 2011; MANNE et al., 2013a; HUANG et al., 

2014). 

 Via pulmonar 

A via pulmonar vem sendo explorada recentemente devido suas características 

únicas, principalmente para tratamento de doenças das vias aéreas e infecções locais 

e mais recentemente para doenças sistêmicas (KAUR et al., 2016; LIANG et al., 2015; 

MORALES et al., 2015; MURUGAPPAN et al., 2015; PARIKH, PATEL, DALWADI, 
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2014; ROBBE et al., 2015; RUIGROK, FRIJLINK, HINRICHS, 2016; THWALA, 

PRÉAT, CSABA, 2017; YAPA et al., 2014).  

Quando comparada às vias mais convencionais, como a via oral e intravenosa, 

algumas vantagens desta via podem ser citadas: grande vascularização tecidual (5 

L/min), grande área superficial alveolar (aproximadamente 100 m²), ausência do efeito 

de primeira passagem, fina barreira epitelial (50 - 60 µm na traqueia e diminui até 

aproximadamente 0,2 µm no alvéolo), maior permeabilidade para macromoléculas, 

maior biodisponibilidade dos fármacos, facilidade de aceitação do paciente ao 

tratamento devido à diminuição de efeitos colaterais, possibilidade de diminuição das 

doses em tratamentos prolongados e possibilidade de atividade local ou sistêmica 

(DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; GILL et al., 2007; MINZ & PANDEY, 2018; 

MORALES-BURGOS et al., 2018; MORÇÖL et al., 2018; NAZAR, 2018; PARANJPE 

& MÜLLER-GOYMANN, 2014; PFÜTZNER, MANN, STEINER, 2002; SMOLA & 

VANDAMME; SOKOLOWSKI, 2008; TRAPANI et al., 2013; YILDIZ-PEKOZ & OZSOY, 

2017; ZATTA et al., 2018). 

Embora promissora, a via pulmonar apresenta algumas desvantagens, como a 

necessidade de desenvolver formulações mais complexas, utilização de dispositivos 

(inaladores), clearence mucociliar por macrófagos e dependência de fatores 

intrínsecos individuais (respiração, estado de saúde e bifurcações pulmonares) 

(DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; MINZ & PANDEY, 2018; PARANJPE & MÜLLER-

GOYMANN, 2014; SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; YILDIZ-PEKOZ & 

OZSOY, 2017; ZATTA et al., 2018) (Figura 3). 

Para tratamento local, diversas doenças são alvos da administração de 

fármacos pela via pulmonar, como asma, doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC), fibrose cística, câncer de pulmão, pneumonia e hipertensão pulmonar (AW-

YONG et al., 2018; BODAS et al., 2018; DILNAWAZ & SAHOO, 2018; FERNÁNDEZ 

FERNÁNDEZ et al., 2018; GIVENS, GEARY, SALEM, 2018; LE HIRESS et al., 2018; 

SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; VIJ, 2017; VIJ et al., 2016). 

Por sua vez, em relação à utilização da via pulmonar para atuação em quadros 

patológicos sistêmicos, observa-se como grande exemplo o tratamento de diabetes 

com a administração de insulina utilizando a tecnosfera de insulina (Afrezza®). Além 

da insulina, outros estudos com vacinas, proteínas e peptídeos revelam-se 

promissores (PFÜTZNER et al., 2002; BALDUCCI et al., 2014; PARANJPE & 



49 

 

MÜLLER-GOYMANN, 2014; FROMEN et al., 2015; RUSO et al., 2015; RUIGROK et 

al., 2016; GRIGORAS, 2017; MOMOH et al., 2017; WALTERS et al., 2017; MORÇÖL 

et al., 2018; NAZAR, 2018). 

 
Figura 3 – Vias de administração e principais vantagens (verde) e desvantagens 
(vermelho). 
Fonte: Modificada de ZELIKIN et al., 2016. 

 
Os dispositivos para administração de fármacos pela via pulmonar podem ser 

divididos em três categorias: nebulizadores, inaladores de dose-medida pressurizados 

(MDI) e inaladores de pó seco (DPI), cada um com suas particularidades, conforme 

demonstrado na Figura 4. 

Os nebulizadores são os dispositivos mais antigos disponíveis no mercado, 

embora com diversas desvantagens, como: eficiência reduzida, variação na dose, 

repetibilidade e reprodutibilidade comprometida e demora para início de efeito. Além 

disso, precisam de limpeza constante e não são portáteis (BREUER et al., 2015; 

HASSAN et al., 2017; PRESS et al., 2017; PRIETO, RUCKER, PAYNE, 2018).  
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Figura 4 – Tipos de inaladores, sugestões de uso e particularidades. 
Fonte: SILVA et al., 2018 (www.gresp.pt). 

 
Já os inaladores MDI foram desenvolvidos para tratamentos mais agudos, 

principalmente em crises asmáticas, tornando o tratamento portátil. No entanto, a 

maioria destes dispositivos era produzida com gases do tipo cloro flúor carbono (CFC), 

reconhecidos agressores do meio ambiente, sendo lentamente substituídos por 

hidrofluoralcanos. Ainda, necessitam de uma coordenação do paciente em iniciar a 

inspiração e acionar o inalador, tornando-se difícil para utilização em crianças ou 

pacientas com dificuldades motoras. Com isso, muitas vezes são necessárias 

repetidas doses para atingir a dose terapêutica e então, doses variáveis de fármaco 

podem permanecer na boca e na região orofaríngea, levando a perdas consideráveis 

do fármaco (ACEVEDO et al., 2016; AGGARWAL, KUMARI, GROVER, 2016; DEROM 

et al., 2015; JONES et al., 2015; PEREZ et al., 2016; PUNEKAR et al., 2015; 

VANDERWAGEN & SMITH, 2017). 

Devido às problemáticas acima citadas, os DPI foram desenvolvidos como um 

sistema inalatório mais simples, portátil, sem uso de propelentes e utilizando pós 

secos para inalação. Como utilizam os pós secos dispersos em um aerossol no fluxo 

de ar, necessitam de menor coordenação do paciente com o dispositivo e inalação 

quando comparados aos MDIs. Consequentemente, há uma maior aceitação dos 

pacientes, maior versatilidade no uso, melhor distribuição pulmonar e menor perda de 

fármaco quando comparado aos MDI (ALSOMALI et al., 2017; CONOLE & KEATING, 

http://www.gresp.pt/
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2014; DAL NEGRO, 2015; GRANT et al., 2015; HOPPENTOCHT et al., 2014; MEHTA, 

2016; SINGH et al., 2015; SULAIMAN et al., 2017; TONG et al., 2015). 

A produção e a utilização de DPIs dependem de três fatores interligados: (1) 

propriedades físico-químicas do fármaco e dos constituintes da formulação, como 

tamanho e distribuição das partículas, forma e características da superfície, fluxo do 

pó e viscosidade; (2) desempenho aerodinâmico, quantidade de partículas finas 

presentes e propriedades do aerossol formado após liberação do atuador e (3) correta 

utilização do dispositivo, posicionamento das cápsulas e fluxo respiratório do paciente 

(inspiração e expiração corretas na utilização, assim como a apneia para deposição 

do pó em camadas mais profundas do pulmão) (DAL NEGRO, 2015; HOPPENTOCHT 

et al., 2014; SULAIMAN et al., 2017). 

Além da distribuição de tamanho, forma, carga, densidade, higroscopicidade e 

diâmetro de partícula, o tamanho de partícula tem um papel fundamental no 

desenvolvimento de um pó para administração pulmonar, devido à peculiaridades da 

via respiratória, clearence pulmonar e finalidade (ação local ou sistêmica) (DAVIS, 

2017; DHAND et al., 2014; GILL et al., 2007; LIANG et al., 2015; MORALES et al., 

2017; PARANJPE & MÜLLER-GOYMANN, 2014; PITTAS, WESTCOTT, BALK, 2015; 

SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; THWALA, PRÉAT, CSABA, 2017; 

YAPA et al., 2014; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016). 

Existem três mecanismos que governam o comportamento destes pós após 

inalação: (1) impactação inercial, atuando sobre partículas de 3 a 9 µm, 

majoritariamente na via orofaríngea (esôfago, traqueia e brônquios); (2) sedimentação 

gravitacional, onde partículas de 1 a 5 µm sofrem ação da gravidade e podem atingir 

camadas mais profundas do pulmão, como bronquíolos e alvéolos e (3) difusão 

browniana, governada pelo movimento aleatório das partículas como consequência 

dos choques entre as moléculas ou átomos presentes no fluido, geralmente associada 

aos alvéolos (SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; RUGE, KIRCH, LEHR, 

2013; DHAND et al., 2014; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016; MORALES et al., 

2017; SULAIMAN et al., 2017). 

A literatura descreve os tamanhos de partículas adequados para a via pulmonar 

como de 1 a 5 µm, sendo que abaixo de 1 µm, a difusão browniana pode atuar e as 

partículas serem exaladas na expiração, assim como partículas maiores de 5 µm 

podem sofrer deposição na região orofaríngea e/ou serem engolidas/expelidas. Além 
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disso, pode ocorrer o clearence mucociliar ou macrofágico nos alvéolos, interações 

químicas com os pneumócitos, endocitose ou inativação do fármaco pelas proteínas 

presentes no surfactante e/ou muco pulmonar (SMOLA, VANDAMME, 

SOKOLOWSKI, 2008; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; DHAND et al., 2014; ZELIKIN, 

EHRHARDT, HEALY, 2016; MORALES et al., 2017; SULAIMAN et al., 2017) (Figura 

5). 

Considerando a utilização de adjuvantes na formação de micropartículas seja 

para melhorar solubilidade, fluxo dos pós ou como promotores de liberação 

controlada, as propriedades destes tornam-se extremamente importantes, visto que, 

diferentes fármacos podem interagir de forma díspar com esses elementos e, 

consequentemente, ocasionar o desenvolvimento de pós com características distintas 

(AMELIAN et al., 2017; CAL & SOLLOHUB, 2010; HARSHA et al., 2017; KAUR et al., 

2016; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; SOLLOHUB & CAL, 2010; VARSHOSAZ et al., 

2017). Diversos adjuvantes são descritos na literatura, tendo como grandes exemplos 

a leucina, o hidroxipropilmetilcelulose e a quitosana.  

Lucas e colaboradores (1999) e Najafabadi e colaboradores (2004) 

descreveram a capacidade da leucina pura seca por aspersão em formar partículas 

ocas de baixa densidade capaz de encapsular fármacos como estradiol, proteínas e 

imunoglobulinas (LI et al., 2003; NAGARAJAN et al., 2006; NAJAFABADI et al., 2004; 

VEHRING, 2008; WONG et al., 2007). 

Diversos trabalhos utilizaram hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e também o 

acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) como adjuvantes devido as 

suas características de biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de 

formar uma matriz polimérica de liberação controlada do fármaco (AL-TABAKHA, 

2010; CONTI et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2000; SIEPMANN et al., 1999; ZATTA et 

al., 2018). Ainda, Davis e Walker (2017) descreveram melhora da biodisponibilidade 

de fármacos pouco solúveis utilizando esse adjuvante (DAVIS, 2017). 

Finalmente, a quitosana é um polímero natural, catiônico e promotor de 

liberação prolongada e bioadesão muito utilizado para encapsular proteínas, 

vitaminas, anti-inflamatórios e produtos naturais (AGNIHOTRI et al., 2004; DAVIS e 

ILLUM, 1999; DESAI e PARK, 2005a, 2005b, 2005c; GIUNCHEDI et al., 1998; 

HUANG et al., 2003a, 2003b; MASOTTI and ORTAGGI, 2009; RÉ, 2006; VARGAS et 

al., 2009). 
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Figura 5 – Mecanismos governantes atuando sobre o pó após utilização de um DPI 
para via pulmonar, desde a região orofaríngea até a região alveolar e capilares. 
Fonte: Modificado de RUGE et al., 2013; DHAND et al., 2014 e ZELIKIN et al., 2016. 

 HEMOSTASIA 

A hemostasia é definida como um processo fisiológico de manutenção do 

estado líquido e circulante do sangue, com a indução de um tampão hemostático em 

caso de lesão vascular para prevenir a perda de sangue, mantendo a perfusão local 

e estimulando os processos de reparo locais (BAKER & BRASSARD, 2011; OAKLEY 

& LARJAVA, 2012; PIERDONÁ et al., 2014). 

Esse processo pode ser dividido em vasoconstrição, hemostasia primária, 

hemostasia secundária e fibrinólise (Figura 6) (BAKER; BRASSARD, 2011; OAKLEY 

& LARJAVA, 2012; VERSTEEG et al., 2013). 

Na ocorrência de uma lesão, inicia-se o processo de vasoconstrição local que 

diminui o fluxo sanguíneo, permitindo o maior contato das plaquetas ao colágeno e a 

P-selectina expostas pela matriz extracelular, proporcionando assim, a sua adesão a 

esta superfície e em seguida o processo de ativação (AUSTIN, 2013; BUGA-CORBU 

& ARION, 2014). 
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Figura 6 – Principais etapas da hemostasia. 
Fonte: SAITO et al., 2018  

 
A hemostasia primária é caracterizada pela resposta inicial das plaquetas à 

lesão vascular, que resulta na adesão e ativação plaquetária. Estas, por sua vez, 

apresentam diversos receptores de adesão, como o complexo glicoproteico GPIb-V-

IX e GPVI, que se ligam respectivamente ao fator de von Willebrand (vWF) e ao 

colágeno, além de integrinas, como a αIIbβ3, α2β1, αvβ3, e PAR1, PAR4, que se ligam 

principalmente ao fibrinogênio, vitronectina e fibrina e também grânulos contendo P-

selectina (BACCHUS & CROWTHER, 2013; BERNARD & LIONEL, 2013; CIMMINO 

& GOLINO, 2013). 

Essa adesão plaquetária ocorre na matriz extracelular presente no 

subendotélio, que contém fibronectina, vWF, laminina e vitronectina, induzindo uma 

rápida transdução de sinal que desencadeia uma série de eventos que sustentarão 

essa adesão. O vWF é o componente chave para iniciar essa adesão e sustentá-la, 

atuando como uma ponte entre um receptor na superfície das plaquetas (Complexo 
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glicoproteico GPIb-GPIX-GPV) e as fibras de colágeno (AUSTIN, 2013; BACCHUS & 

CROWTHER, 2013; BERNARD & LIONEL, 2013). 

Além do vWF, a exposição do colágeno subendotelial também sustenta esta 

adesão inicial das plaquetas e, além disso, atua como agonista para a ativação 

plaquetária. Essa ativação pode ser induzida também por trombina, ADP, epinefrina, 

prostaglandina H2, TXA2, serotonina (receptor 5-HT) e PAF (fator de ativação 

plaquetária) (OAKLEY & LARJAVA, 2012). Isso desencadeia vários eventos, incluindo 

a ativação da fosfolipase C (PLC), responsável por hidrolisar o fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 então induz a 

liberação de cálcio do retículo endoplasmático e o DAG a entrada de cálcio do meio 

extracelular (VARGA-SZABO, PLEINES, NIESWANDT, 2008). 

O cálcio atua como um segundo mensageiro acarretando na secreção de 

moléculas pró-agregantes, como ADP, geração de TXA2 e mudança de forma da 

plaqueta (discoide para esférica) com consequente exposição da glicoproteína IIb/IIIa 

(GpIIb/IIIa), que liga-se ao fibrinogênio, ocasionando a agregação plaquetária, 

amplificando a resposta hemostática e formação do trombo branco (por ser constituído 

principalmente de plaquetas) (Figura 7) (CIMMINO & GOLINO, 2013; EYRE & 

GAMLIN, 2010; WANG & KING, 2012). 

 
Figura 7 – A hemostasia e a participação das plaquetas na formação do plug 
hemostático, onde: 1. Vasoconstrição; 2. Adesão das plaquetas ao subendotélio, 3. 
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Mudança de forma da plaqueta com secreção dos grânulos, 4. Interação plaqueta-
plaqueta, 5. Depósito da fibrina sobre o tampão plaquetário. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

 
A hemostasia secundária consiste no processo de coagulação, em que se 

observa a ativação sequencial de proteínas plasmáticas inativas, os zimogênios, 

também chamados de fatores de coagulação, em enzimas capazes de originar, como 

produto final, a rede de fibrina a partir do fibrinogênio. Neste processo uma das 

enzimas produzidas, a trombina, é também um agonista plaquetário que amplificará o 

processo de agregação das plaquetas (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; 

PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; SUCKER & ZOTZ, 2015). 

Segundo a literatura clássica, existem duas vias de coagulação: a via 

extrínseca e a via intrínseca (HOFFMAN, 2003). A via extrínseca é ativada após a 

lesão vascular, promovendo a exposição do fator III (conhecido também como fator 

tecidual) que em contato com o fator VII, na presença de íons Ca2+, proporciona a 

ativação deste em fator VIIa e formação de um complexo (Complexo FT-FVIIa). Este 

complexo irá ativar os fatores IX e X, em IXa e Xa, respectivamente (DALE & RANG, 

2007; GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; GOODMAN, 2006; SUCKER & ZOTZ, 

2015). 

Na ativação da via intrínseca, chamada via de contato da parede do vaso, 

verifica-se a participação dos fatores VIII, IX, X, XI e XII da coagulação, além das 

proteínas pré-calicreína, cininogênio de alto peso molecular e íons Ca2+. Quando a 

pré-calicreína, o cininogênio, o fator XI e XII são expostos à cargas negativas do vaso 

lesado, a pré-calicreína é convertida em calicreína, sendo esta capaz de ativar o fator 

XII. O fator XIIa acaba convertendo mais pré-calicreína em calicreína e ativando o 

fator XI. E na presença de íons Ca2+, o fator XIa proporciona a ativação do fator IX 

(JOBLING & EYRE, 2013; PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012). 

Finalmente, essas duas vias convergem em uma única via onde o fator IXa e 

VIIIa formam o complexo tenase, responsável por ativar o fator X. O Fator Xa em 

conjunto com o fator Va e íons Ca2+ formam o complexo protrombinase que atua sobre 

a protrombina (fator II) convertendo-a em trombina (fator IIa) (KING, 2012; SUCKER 

& ZOTZ, 2015). 

A trombina então atua sobre o fibrinogênio, clivando-o, produzindo fragmentos 

que se polimerizam para formar fibrina, o chamado coágulo “solúvel”. Sob ação da 

fibronectina, esse coágulo pode ser estabilizado, embora não seja essencial 
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(MAURER et al., 2012), pois a fibrina pode ativar uma fibrinoligase (fator XIII) que 

fortalece as ligações fibrina-fibrina, estabilizando assim o coágulo recém-formado 

(Figura 8) (CIPRANDI, HORN, TERMIGNONI, 2003; DALE & RANG, 2007; 

GOODMAN, 2006). 

 
Figura 8 – Esquema ilustrativo do modelo clássico da cascata de coagulação, 
caracterizando as principais etapas proteolíticas com formação de fibrina. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

 
Uma diferente divisão da coagulação foi proposta por Roberts e colaboradores 

(1998) que consiste em três fases dependentes de superfícies celulares: iniciação, 

amplificação e propagação, como relatado na Figura 9. 
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Figura 9 – Via da iniciação, amplificação e propagação da coagulação proposta por 
ROBERTS et al., 1998. 
Abreviaturas: FT = fator tecidual 
 

A cascata de coagulação é controlada continuamente por inibidores, os quais, 

evitam a ativação exacerbada ou inespecífica deste processo (BAKER & BRASSARD, 

2011; KASTRUP & ISMAGILOV, 2007). Dentre os inibidores mais importantes estão: 

a) as antitrombinas (ex. antitrombina III), que agem inibindo a atividade da trombina e 

de outras serino-proteases presentes na cascata de coagulação (fatores IXa, Xa, XIa 

e XIIa) (MOSESSON, 2007); b) complexo formado por trombina e trombomodulina 

que converte a proteína C em proteína C ativada que em conjunto com o cofator S, 

inativam os fatores Va e VIIIa, e c) o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), uma 

proteína produzida pelo endotélio subjacente à lesão que inativa os fatores Xa e o 

complexo FT-VIIa (INNERHOFER & KIENAST, 2010; PRADELLA, TOMASELLA, 

MASCARETTI, 2012). 

Na etapa final, chamada de fibrinólise, percebe-se o desenvolvimento de 

eventos antihemostáticos, os quais ocorrem a partir da ação da enzima plasmina que 

degrada a fibrina presente no coágulo. Isso controla sua extensão, após a cobertura 

da área lesada, garantindo a não oclusão do mesmo e a restauração adequada da 

circulação no local em que ocorreu a lesão vascular (BACCHUS & CROWTHER, 

2013; JOBLING & EYRE, 2013; PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; 

WOLBERG & CAMPBELL, 2008). 
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A plasmina é uma serino-protease ativada após a clivagem do plasminogênio 

pelo ativador do plasminogênio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogênio 

do tipo uroquinase (u-PA). Os dois ativadores têm alta especificidade de ligação com 

o plasminogênio e promovem a hidrólise de uma única ligação peptídica que resulta 

na formação da plasmina (PRADELLA, TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; 

THELWELL, 2010). 

Embora a plasmina degrade não somente a fibrina, mas também o fibrinogênio, 

fator V e fator VIII, em condições fisiológicas o processo de fibrinólise acontece de 

maneira especifica sobre a fibrina, gerando uma ativação localizada e restrita, não 

sistêmica, cumprindo desta forma, sua função de remover o excesso de fibrina 

intravascular. Esta especificidade é resultado de interações moleculares específicas 

entre o plasminogênio e seus ativadores e a fibrina e os inibidores da fibrinólise. Essas 

enzimas também são reguladas por inibidores que incluem os inibidores do ativador 

do plasminogênio 1 e 2 (PAI-1 e PAI-2) que inativam o t-PA; enquanto a α2 

antiplasmina (α2-AP) inativa a plasmina (GOODMAN, 2006; PRADELLA, 

TOMASELLA, MASCARETTI, 2012; THELWELL, 2010). 

Apesar da existência desses eventos envolvidos no controle da hemostasia 

normal, oclusões ou mesmo embolias podem ser ocasionadas caso haja uma 

resposta exacerbada do processo hemostático induzidas por distúrbios fisiológicos. O 

produto desta indução, com frequência resulta no estabelecimento do quadro clínico 

denominado de trombose (KUMAR et al., 2010). 

 Distúrbios tromboembólicos 

A circulação venosa e a arterial possuem diferenças fisiológicas consideráveis. 

A circulação venosa exibe fluxo sanguíneo mais lento com consequente menor 

hemorragia. Além disso, a trombina desempenha um papel fundamental em caso de 

lesão. De outra forma, na circulação arterial, uma pequena injúria pode ocasionar uma 

rápida e massiva hemorragia devido ao elevado fluxo sanguíneo. Neste caso, as 

plaquetas apresentam-se essenciais (OAKLEY & LARJAVA, 2012). O agregado 

plaquetário formado nas artérias é comumente chamado de trombo “branco”, por 

serem constituídos principalmente de plaquetas. O trombo “vermelho”, formado no 

sistema venoso, são ricos em fibrina e eritrócitos presos nessa rede (KING, 2012). 
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Diversos fatores, adquiridos ou genéticos, exercem influência contrária ao 

equilíbrio da hemostasia o que resulta em estados de hipo ou hipercoagulabilidade. O 

quadro patológico oposto à hemostasia é a trombose, como define Kummar 

colaboradores (2010), que pode ser oriunda de uma ativação inapropriada dos 

processos hemostáticos normais, tal como a formação de um coágulo sanguíneo 

(trombo) na vasculatura não lesionada ou oclusão trombótica de um vaso após uma 

lesão relativamente pequena (GALANAUD, LAROCHE & RIGHINI, 2013; AZMA et al. 

2014). 

Entre as doenças trombóticas mais recorrentes destacam-se a aterotrombose 

e o tromboembolismo venoso (TEV) que são doenças causadas por quadros de 

trombose arterial e trombose venosa, respectivamente (TURPIE & ESMON, 2011). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), esses quadros patológicos fazem 

parte do grupo das doenças cardiovasculares e são a maior causa de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo, onde, em 2011, estima-se que 17,3 milhões de pessoas 

tenham morrido por estas causas, representando cerca de 30% do total de mortes 

mundialmente e estima-se que em 2030, esse valor suba para 23,6 milhões (Figura 

10) (MAVRAKANAS & BOUNAMEAUX, 2011; WHO, 2013). 

 
Figura 10 – Principais causas de mortalidade em todo o mundo. 
Fonte: OMS, 2018. 

3.2.1.1 Trombose venosa 

O tromboembolismo venoso compreende a trombose venosa profunda e o 

embolismo pulmonar. Quando parte do trombo rompe-se, ele pode se deslocar até os 
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pulmões e interromper ou dificultar a passagem de sangue em uma artéria pulmonar 

ou um de seus ramos (ERIKSSON et al., 2014; MACKMAN, 2012). 

Em 1856, Rudolph Virchow propôs uma tríade de causas do tromboembolismo 

venoso: estase venosa (reduzida circulação sanguínea nas veias), injúria no endotélio 

vascular e hipercoagulabilidade do sangue (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; 

TURPIE & ESMON, 2011). 

A estase venosa, que pode ser causada por inúmeros fatores, como 

imobilidade local, cirurgias ortopédicas e aumento da pressão venosa, promove a 

formação do trombo por não conseguir remover os fatores de coagulação ativados do 

local de injúria vascular (KUDERER, 2015; REYES et al., 2013). Evidências ainda 

sugerem que o fator tecidual (TF, do inglês tissue factor) circulante ligado a 

microvesículas apresenta um papel fundamental na formação do trombo venoso, 

assim como as plaquetas na formação do trombo arterial (KUDERER, 2015; TURPIE 

& ESMON, 2011). Essas microvesículas ligam-se às células endoteliais ativadas e 

transferem o FT para elas, iniciando a cascata de coagulação e a formação do 

coágulo. Isso justifica o fato da maior parte dos trombos venosos serem formados em 

regiões com circulação sanguínea lenta ou deficiente (KROEGEL & REISSIG, 2003; 

KUDERER, 2015). 

Mackman (2012) recentemente descreveu um mecanismo para a formação do 

trombo venoso, dividido em diferentes etapas. Na primeira, o endotélio é ativado por 

hipóxia e/ou mediadores inflamatórios e expressa as proteínas de adesão E-selectina, 

P-selectina e vWF. Na segunda, TF+ MV/PSGL-1 (microvesículas expressando TF), 

leucócitos circulantes expressando PSGL-1 e plaquetas, ligam-se ao endotélio 

ativado. Em seguida, leucócitos ligados se ativam e expressam TF levando a ativação 

local da cascata de coagulação que ultrapassa o limiar protetor das vias 

anticoagulantes endógenas ocasionando o início da trombose (Figura 11) 

(MACKMAN, 2012; VERSTEEG et al., 2013). 

A principal causa da formação do trombo venoso é a ativação da cascata de 

coagulação, que precede a ativação plaquetária e sua agregação, consistindo 

principalmente de um agregado de eritrócitos e grande quantidade de fibrina. Isso 

explica porque terapias anticoagulantes são os principais alvos quando se trata de 

trombose venosa (KUDERER, 2015; TURPIE & ESMON, 2011). 
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Figura 11 – Formação do trombo venoso, proposto por MACKMAN, 2012. 
Abreviaturas: PSGL-1 = ligante glicoproteico da P-selectina e TF = fator tecidual 
 

Embora o trombo venoso possa causar congestão e edema nos leitos 

vasculares distais, seu desprendimento e migração podem ser fatais. Inversamente, 

os trombos arteriais possuem importância direta no local de ocorrência propriamente 

dito, podendo causar infarto miocárdico ou cerebral (KUDERER, 2015; KUMAR et al., 

2010). 

3.2.2.2 Trombose arterial 

O trombo arterial se forma sob condições de alta força de cisalhamento, sendo 

constituído basicamente por plaquetas agregadas, envolvidas em rede de fibrina 

(HAGEDORN et al., 2010; KUMAR et al., 2010). Geralmente, os trombos arteriais são 

formados sobre placas de ateroma instáveis. Em situações de hipercoagulabilidade, 

os trombos podem se desenvolver até mesmo em superfícies endoteliais 

aparentemente normais (SILVESTRI et al., 2014). 

A aterosclerose é uma doença inflamatória multifatorial que acomete 

principalmente a camada íntima das artérias de médio e grande calibre. Inicia-se com 

uma lesão no endotélio relacionado principalmente com a lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e hipertensão. Com isso, a permeabilidade da camada íntima para 

lipoproteínas plasmáticas carregadas com colesterol é aumentada. A retenção destas 

lipoproteínas no local ocasiona a oxidação e recrutamento de monócitos e linfócitos. 

Os monócitos, ao migrar para o espaço subendotelial diferenciam-se em macrófagos 

e capturam as LDL oxidadas (sendo denominadas então de células espumosas) 

(JACKSON, 2011). Além disso, macrófagos entram em apoptose, promovendo o 

desenvolvimento das placas necróticas (também chamadas de placas lipídicas) 

ocasionando a liberação de lipídeos (em sua maioria colesterol) e incorporação dos 

mesmos à placa aterosclerótica (SEIMON & TABAS, 2009).  



63 

 

A principal causa da formação do trombo arterial é a ruptura da placa 

aterosclerótica, causando uma completa ou parcial oclusão do vaso (TURPIE & 

ESMON, 2011; ULRICHTS et al., 2011). Quando essa ruptura ocorre, os lipídios 

aderidos são expostos ao sangue circulante no lúmen arterial. Esses lipídios contém 

TF e fragmentos de colágeno, que são altamente trombogênicos (DAVIES, 2000). 

Pacientes com doenças cardiovasculares ainda apresentam maior risco, por exibirem 

maior quantidade de TF circulante (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; 

MACKMAN, 2012; SILVESTRI et al., 2014). 

No estágio inicial da ruptura da placa, as plaquetas são rapidamente recrutadas 

ao local, seguidas por sua agregação, ocasionando um rápido crescimento do trombo. 

Adicionalmente, a cascata de coagulação é ativada, formando trombina, que ativa as 

plaquetas. Essas plaquetas ativadas promovem maior recrutamento, ativação, adesão 

e agregação plaquetária (SILVESTRI et al., 2014; TURPIE & ESMON, 2011). Isso 

demonstra o papel fundamental que as plaquetas desenvolvem na formação do 

trombo arterial (Figura 12). 

 
Figura 12 – Trombose arterial e seus constituintes. 
Fonte: TURPIE & ESMON, 2011. 
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 Agentes antitrombóticos 

O tratamento dos quadros tromboembólicos baseia-se no uso de fármacos 

antitrombóticos, como anticoagulantes e antiagregantes plaquetários. O avanço 

destas terapias tem proporcionado uma nítida melhora na evolução do quadro de 

pacientes com síndromes miocárdicas, eventos isquêmicos e no controle do risco de 

complicações hemorrágicas (AKWAA & SPYROPOULOS, 2013). Mesmo assim, muito 

dos fármacos atuais apresentam limitações em seu uso sendo necessários avanços 

para o desenvolvimento de terapias mais eficazes (GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 

2013; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). 

3.2.2.1 Anticoagulantes 

O tratamento com anticoagulantes necessita de um acompanhamento médico 

próximo, de constantes modificações e um monitoramento contínuo (GEBUIS et al., 

2011; MCGRATH et al., 2014). As complicações clínicas decorrentes de utilização 

indiscriminada podem originar graves quadros hemorrágicos (AKWAA & 

SPYROPOULOS, 2013; WARKENTIN, 2010). 

Os fármacos mais utilizados como anticoagulantes são as heparinas e os 

antagonistas de Vitamina K (Ex: warfarina) (TESTA et al., 2007). A warfarina, utilizada 

oralmente, bloqueia a gama carboxilação de diversos resíduos de glutamato dos 

fatores de coagulação, mais especificamente os fatores: II, VII, IX e X. Além disso, 

atua como um cofator para a proteínas anticoagulantes endógenas C, S e Z (FAREED, 

THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; SCAGLIONE, 2013). Isso resulta na inativação 

destes fatores e proteínas, alterando a regulação do sistema de coagulação. Uma das 

grandes problemáticas dos antagonistas da vitamina K estão relacionados com o 

mecanismo de ação de lento início (efeito inicial de dois a três dias após tratamento), 

que, em casos mais graves, não é recomendado (ALTMAN, 2014; ANGIOLILLO & 

FERREIRO, 2013; SCAGLIONE, 2013). Outras problemáticas destes medicamentos 

são as diversas interações com outros fármacos, como antibióticos (metronidazol, 

cefalosporinas e fluconazol) e diversos alimentos, induzindo o paciente a uma restrita 

alimentação (FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012), 

além de uma estreita janela terapêutica (ALTMAN, 2014; ANGIOLILLO & FERREIRO, 

2013; SCAGLIONE, 2013). 

Dentro da classe da heparina, existem as heparinas não-fracionadas (HNF) que 

atuam como anticoagulantes via antitrombina III (ATIII). Após formação do complexo 
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HNF-AT, ocorre uma mudança conformacional na AT que permite a inibição dos 

fatores XIIa, XIa, IXa, Xa e trombina. Seu extenso uso para tratamentos de quadros 

trombóticos baseava-se na rápida reversibilidade de seus efeitos e a existência de um 

antídoto: sulfato de protamina (BACCHUS & CROWTHER, 2013; KENNEDY et al., 

2012; MCGRATH et al., 2014). 

Embora muito utilizada, foram demonstradas algumas dificuldades nessa 

terapêutica, incluindo sua curta meia-vida (trinta minutos), baixa quantidade de 

obtenção (proveniente do fígado de mamíferos) com facilidade de contaminação, 

incapacidade de inativar a trombina ligada a fibrina ou ao FXa no complexo 

protrombinase, interações com diversas proteínas plasmáticas e o efeito coagulante 

variável de paciente para paciente, sendo necessário um monitoramento contínuo 

(FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012). Ainda, efeitos 

adversos mais severos incluem hemorragias, osteoporose ou trombocitopenia 

induzida por heparina (KENNEDY et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013). 

Devido as complicações do uso da HNF, heparinas de baixo peso molecular 

(HBPM) foram desenvolvidas para ultrapassar essas limitações (enoxaparina, 

dalteperina, tinzaparina). Essas foram produzidas por despolimerização das HNF, 

fragmentando-a em aproximadamente um terço. Com isso, o efeito sobre a trombina 

foi diminuído, visto que, as HBPMs não conseguem se ligar simultaneamente com a 

trombina e a ATIII, mas permaneceram como potentes anticoagulantes ao inibir o FXa 

(FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; KENNEDY et al., 2012; MCGRATH et 

al., 2014). 

Adicionalmente, a interação com proteínas plasmáticas diminuiu, levando a 

efeitos anticoagulantes mais controláveis. Mesmo assim, algumas desvantagens 

continuaram: incapacidade de inativar trombina ligada a fibrina ou ao FXa no 

complexo protrombinase; administração parenteral e um clearence renal diminuído 

(BACCHUS & CROWTHER, 2013; MCGRATH et al., 2014). 

Tendo em vista as inúmeras complicações associadas as terapias 

convencionais, como a administração parenteral, a grande capacidade de interação 

com alimentos (GEBUIS et al., 2011) e a curta janela terapêutica, além dos efeitos 

adversos, tais como as hemorragias, neutropenia induzida, anemia aplásica e 

trombocitopenia, devido ao longo período de uso, (AKWAA & SPYROPOULOS, 2013; 

ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013; KUNADIAN et al., 2013; SHAH et al., 2014) existe 
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uma grande busca por novas terapias anticoagulantes (LIP et al., 2011; MCGRATH et 

al., 2014). 

Os anticoagulantes mais novos lançados no mercado compreendem pequenas 

moléculas sintéticas que agem sobre um fator de coagulação prioritariamente, como 

os inibidores diretos e indiretos do fator Xa e os inibidores diretos da trombina 

(ALTMAN, 2014; HARDER & GRAFF, 2013; O’DELL, IGAWA, HSIN, 2012; ZHANG, 

2014). 

Os inibidores diretos reversíveis ou irreversíveis do FXa incluem o apixaban, 

rivaroxaban, otamixaban, betrixaban e edoxaban. Seu mecanismo de ação baseia-se 

na inibição direta do FXa, mesmo que ligado ao complexo protrombinase, sem 

necessidade da ATIII como mediador. São considerados de rápido início de efeito, 

descartando necessidade de injeção intravenosa de anticoagulantes em quadros 

críticos e não interagem com enzimas do citocromo P450 ou com os alimentos, 

diferentemente dos anticoagulantes tradicionais. Sua eliminação ocorre por diversas 

vias, facilitando a utilização por pacientes que apresentam problemas renais e são 

administrados por via oral, sem necessidade de monitoramento frequente (KENNEDY 

et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al., 

2014). 

Mesmo com essas vantagens, alguns problemas como a dificuldade de reverter 

o efeito anticoagulante, levando a quadros hemorrágicos severos foram relatados 

(BACCHUS & CROWTHER, 2013; GARCIA, LIBBY, CROWTHER, 2010; MCGRATH 

et al., 2014; SCAGLIONE, 2013). 

Os inibidores indiretos do FXa, como o fondaparinux, idraparinux e 

idrabiotaparinux não interagem diretamente com fatores da cascata de coagulação. 

Seu mecanismo de ação baseia-se na interação com a ATIII, ativando-a e inibindo 

assim o FXa. Estudos farmacocinéticos demonstraram que esses fármacos exibem 

um rápido mecanismo de ação e cerca de 100% de biodisponibilidade. Geralmente 

eles são utilizados em doses diárias, sem necessidade de monitoramento contínuo, 

apresentando assim um perfil melhor que os anticoagulantes tradicionais (KENNEDY 

et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al., 

2014). 

Outra classe de inibidores são os inibidores diretos da trombina, como a 

hirudina, lepirudina, bivalirudina, ximeligatran, argatroban e dabigatran que inibem a 
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coagulação por ação direta sobre a trombina. Esses inibidores podem se ligar na 

trombina em duas regiões: no sítio ativo ou exosítio I ou II. O exosítio I atua como um 

local de ancoragem para diversos peptídeos, incluindo a fibrina (BACCHUS & 

CROWTHER, 2013; FAREED, THETHI, HOPPENSTEADT, 2012; MCGRATH et al., 

2014). 

Alguns desses inibidores são capazes de se ligar a trombina no sítio ativo e no 

exositio I, como hirudina, lepirudina e bivalirudina (BACCHUS & CROWTHER, 2013; 

SCAGLIONE, 2013; MCGRATH et al., 2014). Esses inibidores possuem capacidade 

de inibir a trombina solúvel e trombina ligada a fibrina onde, em contrapartida, a 

heparina é limitada a trombina solúvel. Assim como os inibidores diretos do FXa, 

apresentam um rápido início de efeito, não se ligam a proteínas plasmáticas e não há 

um antídoto para reverter o quadro (GARCIA, LIBBY, CROWTHER, 2010; KENNEDY 

et al., 2012; BACCHUS & CROWTHER, 2013; SCAGLIONE, 2013; ALTMAN, 2014). 

Finalmente, anticoagulantes de origem natural, como polissacarídeos 

sulfatados, tem atraído grande interesse nas pesquisas pela vasta utilização destes 

em cosméticos, suplementos alimentares e como alimentos funcionais. Um grande 

exemplo é a fucana sulfatada, também chamada de fucoidana (MOURÃO, 2004; 

FITTON, 2011; JIAO et al., 2011; POMIN, 2012; POMIN & MOURÃO, 2012; WEITZ, 

EIKELBOOM, SAMAMA, 2012; LI, B. et al., 2017), devido sua baixa toxicidade, sendo 

biodegradável e biocompatível (DEUX et al., 2002; ALE, MIKKELSEN, MEYER, 

2011a; FITTON, 2011; ABU et al., 2013; POMIN, 2014; ZAPOROZHETS & 

BESEDNOVA, 2016; ZHAO et al., 2016; MARINVAL et al., 2018).  

As fucoidanas são isoladas de algas marrons marinhas pertencentes a família 

de polissacarídeos sulfatados. Várias espécies deste polissacarídeo apresentam 

esqueleto similar com diferentes quantidades dos constituintes (fucose, xilose, 

galactose e sulfato) (FITTON, 2011; JIAO et al., 2011; POMIN & MOURÃO, 2012; LI 

et al., 2017) devido, principalmente, ao método de extração da fucoidana, local e 

período da coleta (MOURÃO, 2004; POMIN & MOURÃO, 2012). 

Seu mecanismo de ação baseia-se na inibição direta e indireta da trombina 

(fator II) através de seus inibidores endógenos (antitrombina III e cofator II da 

heparina). A antitrombina é uma serpino-protease que interage com diversos fatores 

da cascata de coagulação, como o fator Xa, IXa, XIa, XIIa e calicreína plasmática. Já 
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o cofator II da heparina está diretamente relacionado com a inibição da trombina 

(RUTHERFORD, 1996; JIAO et al., 2011; POMIN, 2014; LI et al., 2017) (Figura 13). 

A literatura apresenta diversas espécies com diferentes perfis coagulantes, 

dependentes da estrutura, posição e quantidade dos grupamentos sulfato, 

composição dos monossacarídeos e peso molecular (UDANI & HESSLINK, 2012; 

WIJESINGHE & JEON, 2012; LI et al., 2017). Das diversas espécies estudadas 

relatadas na literatura, apenas a espécie Fucus vesiculosus está disponível de forma 

comercial, a qual, apresenta grande atividade anticoagulante quando comparada à 

outras espécies (BOISSON-VIDAL et al., 2000; CHEVOLOT et al., 1999; CHURCH et 

al., 1989; FITTON, 2011).  

 
Figura 13 – Esquema ilustrativo do mecanismo de ação da fucoidana. 
A figura (A) e (B) demonstram a inibição da trombina pela antitrombina e cofator II da 
heparina, com a fucoidana formando uma ponte eletrostátrica entre eles, 
respectivamente.  
Abreviaturas: EXO = exosítio. 
Fonte: POMIN, 2014. 

 
Cumashi e colaboradores descreveram a atividade de nove diferentes 

fucoidanas extraídas de Laminaria saccharina, L. digitata, Fucus evanescens, F. 

serratus, F. distichus, F. spiralis, Ascophyllum nodosum e Cladosiphon okamuranus., 

onde foi possível perceber que apenas a espécie A. nodosum apresentou discreta 

atividade anticoagulante com grande afinidade para P-selectina (expressa em grande 

quantidade em locais lesionados e plaquetas ativadas), sendo a mais propícia para o 

presente trabalho, visto que as outras espécies apresentavam expressiva atividade 
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anticoagulante (BACHELET et al., 2009; BARBAUX et al., 2010; BORSIG et al., 2011; 

CUMASHI et al., 2007; ROUZET et al., 2011). 

O esqueleto estrutural das fucoidanas pode variar segundo a espécie e forma 

de extração. Por exemplo, a fucoidana extraída da espécie A. nodosum é 

majoritariamente composta de 8 a 14 unidades de monossacarídeos formando 

polissacarídeos através de ligações glicosídicas α (1→ 3) e α (1→ 4). A fucoidana 

disponível comercialmente (extraída da F. vesiculosus) exibe um esqueleto similar, 

mas com presença de 2,4-di-O-metilfucose e 2,3-di-O-metilfucose, que está 

relacionada com sua grande atividade anticoagulante (ALE, MIKKELSEN, MEYER, 

2011a; WIJESINGHE & JEON, 2012; LIM & WAN AIDA, 2017) (Figura 14). 

 

Figura 14 – Esqueleto estrutural de fucoidana extraídas de diversas espécies. 
Fonte: Adaptado de LIM & AIDA, 2017. 

3.2.2.2 Inibidores plaquetários 

A inibição plaquetária baseia-se principalmente em dois conceitos: a inibição 

dos agentes protrombóticos (agonistas, receptores e enzimas) e a modulação dos 

fatores antiagregantes endógenos. Essas inibições atuam via mecanismos diferentes 
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(sobre os fatores e/ou vias de síntese plaquetária em que essas moléculas estão 

envolvidas). Dentre os inibidores plaquetários mais utilizados estão o ácido 

acetilsalicílico, o clopidogrel e os inibidores da glicoproteína IIb/IIIa (Figura 15) 

(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; BERNARD & LIONEL, 2013; WATT, DAWSON, 

BRADY, 2013). 

 
Figura 15 – Esquema ilustrativo das principais vias de ativação e agregação 
plaquetária. 
Abreviaturas: PLA2 = Fosfolipase A2; AA = Ácido Araquidônico; PGH2 = 
Prostaglandina H2; TXS = Tromboxano Sintase; TXA2 = Tromboxano A2. 

Fonte: SAITO et al., 2018. 
 
O ácido acetilsalicílico (AAS), conhecido comercialmente pelo nome de 

aspirina®, é utilizado na prevenção primária e secundária de eventos trombóticos 

como derrame e infarto do miocárdio (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; WEBER, 

WEIMAR, DIENER, 2009) (Figura 16). Seu mecanismo de ação antiagregante 

plaquetário é a acetilação irreversível da hidroxila da porção da SER530, no sítio ativo 

da Ciclooxigenase 1 (COX-1). Essa modificação química inibe a ligação do ácido 

araquidônico (AA) no interior do sítio ativo inviabilizando a síntese de Tromboxano A2 

(TXA2) (LEI et al., 2014). 
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Figura 16 – Estrutura do ácido acetilsalicílico 
Fonte: Estrutura obtida com auxílio do software Marvin Sketch® ChemAxon® 

 
O clopidogrel é um antiagregante plaquetário pertencente ao grupo das 

tienopiridinas. Ele é um pró-fármaco absorvido pelo intestino e metabolizado no fígado 

por isoformas da enzima P-450. Seu mecanismo de ação é a inibição irreversível dos 

receptores P2Y12 de adenosina difosfato (ADP), presentes nas plaquetas, exercendo 

sua ação através da formação de ligações disulfícas com dois resíduos de serina 

(SER-17, SER-270) da molécula receptora (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; 

BERNARD & LIONEL, 2013; DELOUGHERY, 2015; QURESHI & HOBSON, 2013). 

Outros antagonistas do receptor P2Y12 como cangrelor, ticagrelor e elinogrel, 

não requerem ativação metabólica e ligam-se diretamente e reversivelmente ao 

P2Y12, em contraste com o clopidogrel. Além disso, por serem antagonistas 

reversíveis, seus efeitos inibitórios decaem à medida que a concentração do fármaco 

diminui (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; HEPTINSTALL, 2013; KOHLI, 2012). 

Os três principais fármacos que representam a classe de inibidores GP IIb/IIIa 

são o abciximab, a eptifibatida e o tirofibano. Suas características farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas fornecem em pouco tempo uma alta inibição dos receptores 

GPIIb/IIIa das plaquetas para combater a trombose que pode ocorrer em resposta ao 

rompimento mecânico de placas de ateroma durante e imediatamente após 

angioplastia coronária (WALLEN, JOHNSSON, BELLANDER, 2013; AHLUWALIA & 

BHANWRA, 2014; DELOUGHERY, 2015). 

Agentes inibidores mais novos podem ser separados em quatro grupos: 1) 

Inibidores da TXS; 2) Antagonistas TXA2R; 3) Antagonistas PAR-1; e 4) Inibidores 



72 

 

fosfodiesterase (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; SIKKA & BINDRA, 2010; TELLO-

MONTOLIU et al., 2012). 

O ácido araquidônico (AA) está presente na forma esterificada nas membranas 

das células e é degradado por dois sistemas enzimáticos: a) a via da ciclooxigenase 

(COX), que produz a prostaglandina H2 (PGH2), precursora de outras prostaglandinas, 

prostaciclinas e dos tromboxanos e b) via da lipoxigenase, relacionada com a 

produção dos leucotrienos (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; BAYNES & MAREK, 

2005; HEPTINSTALL, 2013). 

A tromboxano sintase (TXS) a partir da prostaglandina H2 (PGH2), sintetiza o 

Tromboxano A2 (TXA2), que é um mediador inflamatório e potente ativador plaquetário. 

Este, por sua vez, atua no receptor de Tromboxano A2 (TXA2R), permitindo o acúmulo 

intracelular de cálcio e a consequente agregação plaquetária (AHLUWALIA & 

BHANWRA, 2014; HEPTINSTALL, 2013; XIANG et al., 2008). 

Embora a inibição da TXS não esteja diretamente relacionada com a agregação 

plaquetária induzida por outros agonistas, como por exemplo colágeno ou ADP, a 

acentuada produção de PGI2 aumenta a concentração de AMP cíclico (AMPc) e 

previne a agregação plaquetária induzida por diversos agonistas como a trombina 

(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; FITZGERALD, FRAGETTA, FITZGERALD, 1988). 

Os antagonistas TXA2R incluem o terutroban e a picotamida. O terutoban é um 

antagonista específico do receptor TXA2. Essa inibição impede que o TXA2 ligue-se 

ao seu receptor (TXA2R), impedindo o acúmulo intracelular de cálcio e a consequente 

agregação plaquetária (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; PAMUKCU, HUBER, LIP, 

2012; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). Já a picotamida, além de bloquear o 

receptor TXA2, inibe também a tromboxano sintase (TXS), responsável pela síntese 

do TXA2 (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). 

O PAR-1 pertence a família dos receptores ativados por proteases acoplados 

à proteína G. Esse receptor é expresso pelas plaquetas humanas que pode ser 

ativado por trombina, induzindo assim, a agregação plaquetária e também é 

encontrado em células endoteliais, células musculares lisas e cardiomiócitos. Um 

importante antagonista de PAR-1 está em fase de estudos clínicos: vorapaxar e 

atopaxar (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; TOMASELLO, ANGIOLILLO, GOTO, 

2010; WEITZ, EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). 
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O vorapaxar é um antagonistacompetitivo, que não afeta a agregação 

plaquetária mediada por outros agonistas e nem a conversão de fibrinogênio em 

fibrina (que é mediada pela trombina). Embora seja um antagonista reversível, 

dissocia-se lentamente de seu receptor, possuindo assim uma longa meia-vida 

(AHLUWALIA & BHANWRA, 2014; SMYTH et al., 2009; WEITZ, EIKELBOOM, 

SAMAMA, 2012). Já o atopaxar é um potente antagonista PAR-1 que inibe a 

agregação plaquetária mediada por trombina (AHLUWALIA & BHANWRA, 2014).  

Finalmente, sobre os inibidores fosfodiesterase, é importante ressaltar que o 

AMPc tem um importante papel na inibição endógena das plaquetas, onde seus níveis 

intracelulares são balanceados pela atividade da adenilato ciclase e fosfodiesterases 

(PDE). O aumento da concentração do AMPc resulta na inibição de transdução de 

sinal na plaqueta (PAMUKCU, HUBER, LIP, 2012; TELLO-MONTOLIU et al., 2012). 

As fosfodiesterases (PDEs) compreendem um amplo número de enzimas que 

hidrolizam nucleotídeos cíclicos, como o AMCc e o GMPc em nucleotídeos inativos 

por clivar a ligação fosfodiéster. Três tipos de PDEs são encontradas nas plaquetas 

humanas, como PDE2, PDE3 e PDE5, sendo a PDE3 a isoforma mais ativa para 

hidrolizar o AMPc (BRITO et al., 2010; ZHANG et al., 2010; AHLUWALIA & 

BHANWRA, 2014). 

O dipiridamol é um derivado pirimido-pirimidina que possui atividade 

antiagregante plaquetária e propriedades vasodilatadoras, sendo seu mecanismo de 

ação resultante do bloqueio da PDE2. No entanto, estudos clínicos demonstraram 

resultados insatisfatórios, levando então a sua utilização em combinação com o AAS 

(DELOUGHERY, 2015). Além do dipiridamol, outro fármaco inibidor da 

fosfodiesterase é o cilostazol, sendo este, um inibidor reversível do PDE3. A literatura 

releta efeitos antiagregantes plaquetários, vasidolatadores e antimitogênicos 

(DELOUGHERY, 2015; PAMUKCU, HUBER, LIP, 2012). 

 Ácido acetilsalicílico, fucoidana e nano / microtecnologia 

Diversos estudos estão utilizando a nano- e microtecnologia para superar os 

efeitos adversos causados pelos tratamentos convencionais, principalmente 

relacionados com os anticoagulantes (JIAO et al., 2002; DAS, BANERJEE, BELLARE, 

2005; BARUA & DAS, 2013; AGRAWAL et al., 2014; HUANG et al., 2014; ARANAZ et 

al., 2017; LI, B. et al., 2017). Entretanto, há poucos relatos sobre a nano- e 
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microtecnologia associada a antiagregantes plaquetários (GUI et al., 2012; JUENET 

et al., 2018; LIU et al., 2015; SHRIVASTAVA et al., 2009; SUBRAMANIAN et al., 2008; 

TANG et al., 2012). 

Considerando um antiagregante plaquetário clássico como o AAS, observa-se 

grande utilização no tratamento e prevenção de eventos trombóticos, geralmente 

associados com clopidogrel ou outro agente antiagregante plaquetário (ALTMAN et 

al., 2004; ALTMAN, RIVAS, GONZALEZ, 2012; ANGIOLILLO & FERREIRO, 2013; 

CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER, 

REZKALLA, 2014). Uma das grandes problemáticas do uso crônico do AAS é o risco 

aumentado de complicações gastrointestinais, como úlceras e sangramentos 

(ANGIOLILLO et al., 2013; CHOI & KIM, 2013; EL-HAYEK et al., 2014, p.; KUNADIAN 

et al., 2013; SHAH et al., 2014), sendo necessários avanços para superar essas 

limitações (EL-HAYEK et al., 2014; GALANAUD, LAROCHE, RIGHINI, 2013; WEITZ, 

EIKELBOOM, SAMAMA, 2012). 

Diversas formas farmacêuticas do AAS estão disponíveis no mercado, tais 

como formulações revestidas ou de liberação controlada para ultrapassar esses 

efeitos adversos, que, muitas vezes, ocasionam uma alta taxa de desistência do 

tratamento principalmente em pacientes que precisam de terapia contínua (AL-

GOUSOUS & LANGGUTH, 2018; BLIDEN et al., 2016; GOLDSTEIN et al., 2016; 

HAASTRUP, GRØNLYKKE, JARBØL, 2015; PATRONO & ROCCA, 2010; SALLUM 

et al., 2014).  

Além disso, essas problemáticas versam sobre o tratamento recomendado 

seguindo guias disponíveis em diversos países. Por exemplo, para eventos 

trombóticos primários, a American Heart/Stroke Association e American College of 

Chest Physicians recomendam doses de AAS apenas se o benefício superar os riscos 

dos efeitos adversos. A European Society of Cardiology recomenda apenas para 

pacientes com alto risco de apresentarem quadros trombóticos. Já a Canadian 

Cardiovascular Society não recomenda sua utilização (CASADO-ARROYO, 

SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, VANWORMER, REZKALLA, 2014). 

Em relação à eventos trombóticos secundários (ou recorrência), todos entram 

no consenso de que é necessário utilização de pequenas doses de AAS de forma 

regular (crônica) (CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, 

VANWORMER, REZKALLA, 2014). Diversos estudos clínicos, de 1988 a 2010 
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tentaram determinar a dose ótima para efeito antitrombótico do AAS sem danos no 

trato gastrointestinal, com variações de 75 a 500 mg/dia. Os resultados para doses 

menores que 100 mg/dia foram os mais satisfatórios, embora ainda tenha sido 

relatada desistência do tratamento devido principalmente à quadros hemorrágicos 

(AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; 

CRYER & FELDMAN, 1999; HEDBERG et al., 2013; KOLBER & KOROWNYK, 2014; 

MARTÍN-MERINO et al., 2014). 

Há poucos estudos que utilizam o AAS associado a nano- e micropartículas. 

Um exemplo, é o estudo de Das, Banerjee e Bellare (2005) que desenvolveram 

nanopartículas de albumina e AAS através da técnica de coacervação para observar 

seus efeitos anti-inflamatórios (DAS, BANERJEE, BELLARE, 2005). Mais 

recentemente, Liu e colaboradores (2014) desenvolveram micropartículas de 

copolímeros biodegradáveis e AAS e Gugu, Chime e Attama (2015) desenvolveram 

micropartículas lipídicas sólidas e AAS para melhorar a solubilidade deste fármaco 

(GUGU, CHIME, ATTAMA, 2015). Mesmo assim, não foi possível encontrar nenhum 

trabalho que associasse microtecnologia com AAS para tratamentos de quadros 

trombóticos. 

As fucoidanas são promissoras neste campo por apresentarem atividade 

anticoagulante, antiagregante plaquetária e, mais recentemente, como agonistas 

plaquetários (MANE et al. 2013). O seu mecanismo de ação como agonista baseia-se 

na interação destes polissacarídeos com receptores de lecitina tipo C (CLEC-2) 

presente nas plaquetas (MANNE et al., 2013a) e como inibidores da coagulação 

relaciona-se com a inibição direta e indireta da trombina (fator II) através de seus 

inibidores endógenos (antitrombina III e cofator II da heparina) (RUTHERFORD, 1996; 

JIAO et al., 2011; POMIN, 2014; LI et al., 2017). 

Em relação ao campo da nanotecnologia, a maioria dos trabalhos utilizam 

quitosana (polissacarídeo catiônico) em conjunto com a fucoidana (polissacarídeo 

aniônico) devido a facilidade de desenvolvimento (método de coacervação ou cross-

linking). Huang e colaboradores (2014) utilizaram diversas técnicas combinando 

quitosana e fucoidana para distribuição de fármacos pela via oral (HUANG et al., 2014) 

e Kim, Lee e Lee (2016) desenvolveram nanocápsulas de ginseng e fucoidana, onde 

foi caracterizada atividade antitrombótica in vivo no modelo de trombose induzida pela 

veia caudal de camundongos (KIM, LEE, LEE, 2016).  
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Da Silva e colaboradores (2012), demonstraram atividade anticoagulante de 

nanopartículas baseadas em polissacarídeos (SILVA, LETOURNEUR, 

CHAUVIERRE, 2014; SILVA et al., 2018) e recentemente, esse mesmo grupo (2018) 

desenvolveu nanopartículas de fucoidana e quitosana com perfil antitrombótico 

promissor nos ensaios in vivo e in vitro, assim como no tempo de sangramento in vivo 

(SILVA et al., 2018) de forma diferente aos outros estudos, onde a fucoidana não 

representava a substância farmacologicamente ativa, mas apenas um dos 

constituintes da formulação. 

Levando em consideração a seletividade da fucoidana para P-selectina, Juenet 

e colaboradores (2018) desenvolveram nanopartículas poliméricas funcionalizadas 

com este polissacarídeo com o intuito de direcionar a ação de fármacos trombolíticos, 

relatando um eficiente direcionamento (JUENET et al., 2018). 

No campo da microtecnologia, Park, Hwang e Lee (2011) desenvolveram 

hidrogéis dependentes do pH a partir de micropartículas compostas de fucoidana e 

quitosana através de uma nova técnica, denominada eletro-spray-drying (PARK, 

HWANG, LEE, 2011); Ko, Oh e Park (2012) prepararam micropartículas de gelatina e 

fucoidana, percebendo que a fucoidana melhorava o perfil de mucoadesão (KO, OH, 

PARK, 2012) e Sezer e Akbuğa (2006 e 2009) desenvolveram micropartículas 

baseadas em fucoesferas® (uma mistura de quitosana e fucoidana) para carrear 

proteínas, peptídeos e plasmídeos (SEZER & AKBUĞA, 2006, 2009). 

Com base nestes estudos, evidencia-se a originalidade e necessidade deste 

estudo visando o desenvolvimento de micropartículas de AAS associadas à fucoidana 

para liberação pulmonar.



 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



79 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 ASPECTOS ÉTICOS 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa Humana 

(CEP-UFRJ) em parceria com o Professor Doutor Plínio Cunha Sathler, da Faculdade 

de Farmácia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo aprovado sob número 

621.196. Ainda, foram submetidos ao Comité de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, sendo aprovado sob número 002/19 (Anexo 

10.1) 

 MATERIAIS 

Ácido acetilsalicílico (AAS); Ácido salicílico (AS); L-Lisina e L-Leucina (Dose 

Certa®, Porto Alegre/Brasil), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC / MethocelTM F4M – 

ColorCon® - VBN 2F27012N13), quitosana de baixo peso molecular (Peso molecular: 

50 - 190 kDa, grau de desacetilação ≥ 75%; Sigma Aldrich®, São Paulo/Brasil), mucina 

Tipo II e pepsina (Sigma Aldrich, São Paulo/Brasil), fucoidana (Ascophyllum nodosum 

, WuXi AccoBio Biotech Inc. Wuxi/China), ácido acético (Neoquímica®), ácido fosfórico 

(Neoquímica®), propilenoglicol (Neoquímica®), deoxicolato de sódio, cloreto de 

benzalcônio (Sigma Aldrich®, São Paulo/Brasil), acetonitrila (Merck®, Alemanha), 

ácido araquidônico, adenosina difosfato (ADP) e colágeno (Sigma Aldrich®, São 

Paulo/Brasil). Todos os reagentes químicos utilizados foram de grau farmacêutico. 

 FORMULAÇÕES PULVERULENTAS PARA LIBERAÇÃO PULMONAR 

 Estabilidade do AAS em água 

Os ensaios foram realizados utilizando 50 mL de água ultrapura com (0,5, 1 e 

2% de propilenoglicol) ou sem agente anti-hidrolítico adicionando 150 mg de AAS e 

vortex por 2 minutos. Em seguida, em tempos pré-determinados de coleta (1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7 e 8 horas), 20 µL desta solução foi adicionada a um eppendorf contendo 1980 

µL de água ultrapura e filtrada (0.45 µm, Millipore, USA), procedendo com a 

quantificação por HPLC-UV com auxílio de um cromatógrafo Perkin Elmer®, coluna 

Waters Nova-Pak® (C18, 4 µm, 3,9 x 150 mm) e pré-coluna do mesmo fabricante. A 

fase móvel utilizada consistiu em uma mistura de água ultrapura, acetonitrila e ácido 

fosfórico na proporção 40: 60: 0,2 (v:v). As condições cromatográficas foram: volume 
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de injeção 10 µL, vazão de 0,8 mL/min, detecção em UV 237 nm e tempo de análise 

de 3 minutos. 

 Delineamento da formulação de sistemas de liberação de pó inalável 

contendo AAS e fucoidana 

Esta etapa visou o desenvolvimento de uma formulação de pó inalável para 

liberação pulmonar de AAS associada à fucoidana, através da técnica de secagem 

por aspersão (Mini Spray Dryer B-290®, BÜCHI Labortechnik AG®). As condições do 

processo de secagem consideraram metodologia previamente descrita por Zatta e 

colaboradores (2018) com algumas modificações (temperatura de entrada e fluxo da 

bomba). O rendimento do processo de secagem foi calculado para cada formulação 

considerando a massa total de partículas coletadas ao final da produção em função 

da massa total de sólidos inicial de cada formulação (n = 3). 

A Tabela 1 demonstra as condições do processo de secagem. Após esse 

processo, o pó foi coletado em frascos de vidro âmbar e armazenado em condições 

ambiente em um desumidificador. 

Tabela 1 – Condições do processo de secagem (Mini Spray-Dryer B-290®). 

Parâmetros Condição 

Spray Mesh (diâmetro do bico - µm) 7 
Inlet (temperatura de entrada ˚C) 120 
Outlet (temperatura de saída ˚C) 68 
Aspirator (Aspiração do líquido %) 100 
Fluxo da bomba (%) 15 
Nozzle Cleaner (frequência de limpeza do bico) 1 
Modo Aberto 

Todos os estudos dos pós inaláveis utilizaram 10 mg de fucoidana solubilizados 

em 100 mL de água ultrapura sob agitação mínima de 12 horas (Concentração = 100 

µg/mL). 

Os adjuvantes inicialmente testados em conjunto com o AAS e fucoidana foram: 

Poloxamer 188 (Pluronic® F-68); deoxicolato de sódio; cloreto de benzalcônio e L-

lisina. 

Para a formulação contendo Polaxamer 188 (Pluronic® F-68): foram preparadas 

soluções de Poloxamer 188 (0,1; 0,25 e 0,50 g) + 0,15 g de AAS + 25 mL de H2O + 

propilenoglicol 2% mantidas sob agitação magnética moderada a 37 ˚C em diferentes 

tempos de agitação (30, 40, 50 e 60 minutos) e sonicação (Solução A - 30, 40 e 50 
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minutos) e então, com auxílio de um funil, 25 mL da solução de fucoidana previamente 

preparada foi adicionada à 25 mL da solução A continuando sob agitação por mais 5 

minutos antes do processo de secagem.  

Para a formulação contendo L-Lisina objetivando determinar a influência dos 

parâmetros de solubilização, foram preparadas soluções de 0,25 g de L-Lisina + 0,15 

g de AAS + 25 mL de H2O + propilenoglicol 2% mantida sob agitação magnética 

moderada a 37 ˚C em diferentes tempos de agitação (30, 40, 50 e 60 minutos) e 

sonicação (Solução A - 0, 30 e 40 minutos) e então, com auxílio de um funil, 25 mL 

da solução aquosa de fucoidana previamente preparada foi adicionada à 25 mL da 

solução A permanecendo sob agitação por mais cinco minutos antes do processo de 

secagem. O mesmo processo foi utilizado para as formulações contendo deoxicolato 

de sódio (Fds) ou cloreto de benzalcônio (Fcb). 

De acordo com as metodologias empregadas a partir de extensa análise dos 

dados, a Figura 17 demonstra a metodologia desenvolvida para a obtenção de um 

sistema carreador baseado na formação de micropartículas por interação iônica 

(denominado MP), onde: 

• Preparação de uma solução de L-Lisina (0,3 g) + 10 mL de H2O + 2 mL de 

propilenoglicol mantida sob agitação magnética moderada a 37 ˚C por 60 minutos 

(Solução A). Após, em um eppendorf, foi solubilizado o AAS (0,15 g) em 1 mL de 

água e 1 mL de acetona com auxílio de vortex por um minuto (Solução B). A 

solução B foi lentamente adicionada à solução A utilizando uma pipeta pasteur 

permanecendo sob agitação magnética por mais cinco minutos e então, com 

auxílio de um funil, uma solução de fucoidana (100 µg/mL – solução C) 

previamente preparada foi adicionada continuando sob agitação por mais cinco 

minutos (solução MP) e seguindo para secagem por aspersão (MP). 

 

Devido ao baixo rendimento, foram testados diferentes adjuvantes de secagem 

com diferentes propriedades, a fim de melhorar parâmetros como rendimento, 

estabilidade do fármaco, características adequadas para inalação, bem como 

capacidade de retenção ao longo do trato respiratório.  
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Figura 17 – Metodologia utilizada para obtenção das micropartículas (MP).  
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico, g = gramas; UP = ultrapura e MP = 
micropartículas. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

Foram analisados o Methocel® F4M (hidroxipropilmetilcelulose – HPMC) e a L-

Leucina, preparados conforme abaixo: 

1) MethocelTM F4M (HPMC): foi preparada uma dispersão de HPMC (0,3 g em 

36 mL de água ultrapura) sob agitação magnética moderada a 37 ˚C por 60 minutos, 

posteriormente mantida sob refrigeração overnight (4 ˚C ± 1), na qual foi vertida na 

solução MP com auxílio de um funil, sendo denominada de MP/F4M. 

2) L-Leucina: foi preparada uma solução de L-Leucina (0,3 g em 36 mL de água 

ultrapura) sob agitação magnética moderada a 37 ˚C por 60 minutos, até obter 

completa solubilização. Em seguida, essa solução foi vertida na solução MP com 

auxílio de um funil, sendo denominada de MP/Leu. 

Adicionalmente, foi testado um terceiro adjuvante de secagem, a quitosana: 

3) Quitosana: a carga positiva da quitosana permitiu a retirada da L-Lisina e, 

com isso, foi preparada uma solução de quitosana (0,3 g em 99 mL de água UP + 1 

mL ácido acético) sob agitação magnética moderada a 37 ˚C por 10 minutos. A 

solução acidificada de quitosana (pH 4,5) foi vertida em solução de AAS e Fucoidana 

com auxílio de um funil, sendo denominada de MP/Ch. 

A tabela 2 mostra os componentes utilizados para cada formulação. 
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Tabela 2 – Constituição das formulações utilizando a técnica de secagem por 
aspersão. 

Componente MP/F4M % MP/Leu % MP/Ch % 

AAS 0,15 19,87 0,15 19,87 0,15 32,97 
Fucoidana 0,005 0,66 0,005 0,66 0,005 1,10 
L-Lisina 0,3 39,74 0,3 39,74 -------- ------- 
MethocelTM 
F4M 

0,3 39,74 -------- ------- -------- ------- 

L-Leucina -------- ------- 0,3 39,74 -------- ------- 
Quitosana -------- ------- -------- ------- 0,3 65,93 
Propilenoglicol 2 ------- 2 ------- -------- ------- 
Acetona 1 ------- 1 ------- 1 ------- 
Ácido acético 
% 

-------- ------- -------- ------- 0,4 ------- 

H2O 97 ------- 97 ------- 98,6 ------- 
Sólidos totais 0,755 100 0,755 100 0,455 100 

Os valores apresentados representam as concentrações em gramas (g) de soluto e 
mililitros (mL) de solvente. 
Abreviaturas: % = Porcentagem do constituinte levando em conta os sólidos totais 
de formulação; AAS = Ácido acetilsalicílico. MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M; MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; 
MP/Ch = Formulação de micropartículas contendo quitosana. 

 Caracterização físico-química dos sistemas de liberação de pós inaláveis 

As formulações de pós inaláveis obtidos (MP/F4M; MP/Leu e MP/Ch) foram 

analisadas inicialmente quanto ao tamanho de partícula, distribuição granulométrica, 

rendimento, morfologia, teor, estabilidade e pureza de pico. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata, utilizando 3 lotes distintos para cada formulação (n = 3). 

4.4.3.1 Determinação do diâmetro médio de partícula e distribuição granulométrica 
dos pós inaláveis 

Foi utilizada a técnica de difração de laser através da via seca com auxílio do 

equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments®, Reino Unido), em associação 

à unidade Scirocco® 2000 dry powder feeder (Malvern Instruments®, Reino Unido), na 

qual o meio dispersante é constituído por uma corrente de ar comprimido. O índice de 

refração (IR) utilizado considerou o material em maior quantidade na partícula: HPMC, 

L-Leucina ou quitosana (1,336; 1,460 e 1,345, respectivamente). As análises foram 

realizadas com obscuração mínima do laser a 2% e os resultados apresentados como 

a média ± DP de três lotes diferentes, permitindo avaliar parâmetros de 

homogeneidade e reprodutibilidade. A partir da análise por volume, foram obtidos os 

valores de d10, d50 e d90, que correspondem a 10, 50 e 90% da população total de 
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partículas, respectivamente, D[4,3] (média ponderada do tamanho das partículas) e 

SPAN. O rendimento foi calculado conforme citado anteriormente. 

4.4.3.2 Análise morfológica 

A morfologia de superfície das partículas foi analisada através de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) (EVO MA10), no Centro de Microscopia Eletrônica da 

UFRGS. As formulações pulverulentas ou constituintes da formulação foram fixadas 

em stubs, com auxílio de fita adesiva, e metalizadas com carbono. A metalização com 

carbono visou a realização da espectroscopia de raios X por dispersão em energia 

(EDS). As análises foram realizadas em diferentes magnificações a 7 kV. Para uma 

mistura de três lotes diferentes de cada formulação. 

Na análise morfológica, os componentes em comum para as MP foram 

analisados separadamente de forma a observar possíveis modificações estruturais 

após processo de secagem (AAS; AS; L-lisina e fucoidana). Além disso, MP/Leu; 

MP/F4M; MP/Ch também foram analisadas (para fins de comparação, a formulação 

sem adjuvantes de secagem – MP foi considerada) 

4.3.3.3 Determinação da concentração de AAS e padronização das extrações 

O método foi validado para a quantificação de AAS e/ou AS presente nas 

micropartículas por HPLC-UV com auxílio de um cromatógrafo Perkin Elmer®, coluna 

Waters Nova-Pak® (C18, 4 µm, 3,9 x 150 mm) e pré-coluna do mesmo fabricante. A 

fase móvel utilizada consistiu em mistura de água ultrapura, acetonitrila e ácido 

fosfórico na proporção 40: 60: 0,2 (v/ v/ v). As condições cromatográficas foram: 

volume de injeção 10 µL, vazão de 0,8 mL/min, detecção em UV 237 nm e tempo de 

análise de 3 minutos (Material Suplementar 8.1.1). 

Considerando a porcentagem de AAS no pó em cada micropartícula, foi 

realizado um screening com objetivo de padronizar o melhor método de extração, 

transferindo 2 mg de pó para um balão volumétrico de 10 mL, com análises de: 

a) Diferentes solventes e concentrações, assim como ordem de adição dos 

solventes: 

a. ácido acético 0,4 %; 

b. acetonitrila: água na proporção 50:50; 

c. água + 2 % de propilenoglicol: acetonitrila na proporção 50:50;  

d. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 60:40; 

e. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 40:60; 
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f. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 70:30; 

g. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 30:70; 

h. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 80:20; 

i. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol: ácido fosfórico na proporção 

60:40:0,02; 

j. acetonitrila: água + 2 % de propilenoglicol na proporção 60:40. 

 

b) tempo de sonicação em ultrassom e 

a. 30, 60, 90 e 120 minutos. 

 

c) temperatura variável; 

a. 37, 40 e 45 °C. 

Por fim, as amostras foram filtradas (0.45 µm, Millipore, USA) e analisadas por 

HPLC-UV em método previamente descrito. A validação do método está presente no 

Material Suplementar 8.1.1. 

4.3.3.4 Estabilidade do AAS nas micropartículas 

Para determinar a estabilidade do sistema, as mesmas formulações foram 

analisadas quanto ao teor durante 28 dias, com intervalos de 7 dias, onde o AAS foi 

extraído na forma padronizada no tópico anterior (4.3.3.3 Determinação da 

concentração de AAS e padronização das extrações). Excepcionalmente, a 

formulação MP/F4M foi reavaliada após 90 dias de produção. 

4.3.3.5 Pureza de pico 

Devido à necessidade de observar possíveis interferências de produtos de 

degradação, foi realizada a pureza de pico. O método para pureza de pico seguiu as 

mesmas condições cromatográficas previamente demonstradas, com auxílio de 

cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjo de diodo (HPLC-PDA) 

e software Agilent Chemstation®. 

 Quantificação da fucoidana nas micropartículas 

A quantificação da fucoidana foi realizada com auxílio de um espectrofotômetro 

SpectraMax 190® utilizando o software SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA) em 

placa 96 poços e solução de azul de dimetildimetileno (DMMB). O método consistiu 
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em pipetar 40 μL da formulação dissolvida em água, durante ultrassom por 2 horas, 

seguida da adição de 160 µL de solução de azul de dimetilmetileno (DMMB), 

ocasionando rápida mudança de cor (azul para violeta). Além disso, o método não 

considerou os mesmos parâmetros da extração definidos anteriormente devido à 

incompatibilidade da acetonitrila com o corante. Por fim, foi realizada leitura da placa 

em 525 nm (BARBOSA et al., 2003; HALLÉ et al., 1993). A validação do método está 

descrita no Material Suplementar 8.1.2.  

 Perfis de liberação in vitro do AAS a partir das formulações desenvolvidas 

utilizando cápsulas de gelatina dura 

O método utilizado para ensaios de liberação in vitro para pequenas amostras 

de pó do presente estudo foram desenvolvidos e padronizados por Zatta e 

colaboradores (2018) seguindo normas estabelecidas pela ANVISA (RDC 166/17), 

USP <1092> e USP <711>.  

As amostras foram pesadas (MP/F4M – 20 mg e AAS puro – 5 mg, sendo a 

mesma concentração de fármaco presente na formulação) e transferidas para 

cápsulas de gelatina dura (Nº 3). Com isso, foram envoltas em cinta de aço capaz de 

manter a mesma no fundo do recipiente de dissolução utilizando como meios o Fluido 

Pulmonar Simulado (FPS; pH 7,4) e o Ringer (pH 7,4) (COLOMBO, MONHEMIUS, 

PLANT, 2008; MARQUES, LOEBENBERG, ALMUKAINZI, 2011; PAI et al., 2016). O 

recipiente de dissolução foi mantido em banho a 37 ± 1 ˚C, sob agitação constante a 

100 RPM. Alíquotas de 2 mL foram retiradas, filtradas (0.45 µm, Millipore, USA) e 

analisadas por HPLC-UV em método previamente descrito, com validação descrita no 

Material Suplementar 8.1.1. As coletas foram realizadas nos intervalos de tempos de 

3, 6, 9, 12, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos (ou até atingir 100% de 

liberação), sendo o meio de dissolução reposto após cada coleta (2 mL).  

 Perfis de liberação in vitro do AAS a partir das formulações desenvolvidas 

utilizando pó coeso 

Considerando as normas da ANVISA (RDC 166/17), USP <1092> e USP 

<711>, foram desenvolvidos um novo método e um pequeno aparato de dissolução 

para caracterizar o perfil de liberação in vitro de formulações ou fármacos que: 

• flutuavam em contato com os meios de dissolução ou 
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• apresentam interação cruzada com as cápsulas de gelatina dura. 

O novo método e aparato desenvolvidos foram objeto de patenteamento junto 

ao INPI e já estão depositadas (ANEXO 10.2 - MÉTODO DE DISSOLUÇÃO DE PÓS 

E APARATO DISSOLUTOR). 

Para tal, foi utilizado um compressor automático de pós (força de 6400 N; altura 

inicial da prensa em 100 mm; quatro compressões subsequentes a 90 mm) (TA.XT 

plus Texture Analyzer - Stable Micro Systems®). O método de liberação in vitro 

utilizado foi o mesmo descrito anteriormente, diferindo-se apenas por utilizar pó coeso 

ao invés de pó confinado em cápsula de gelatina dura, sendo validado para três 

diferentes lotes, utilizando o AAS puro como controle (Material Suplementar 8.2.1). 

Com isso, foi possível realizar os ensaios de liberação em Fluido Pulmonar 

Simulado (FPS, pH 7,4); Fluido Lisossomal Artificial (FLA, pH 4,5); Ringer (pH 7.4); 

Fluido Gástrico Simulado (FGS, pH 1,2) e Fluido Intestinal Simulado (FIS, pH 6,8) 

(COLOMBO et al., 2008; MARQUES et al., 2011; PAI et al., 2016). A Tabela 3 

descreve constituição dos meios simulados. 

O perfil de liberação do fármaco a partir das partículas foi avaliado ajustando 

os dados experimentais à modelos matemáticos com o auxílio do programa Micromath 

Scientist® (versão 2.0, Micromath® Inc., EUA) e a adequabilidade dos modelos 

determinada pelos valores de critério de seleção (MSC), coeficiente de correlação (r) 

e melhor ajuste gráfico utilizando equação monoexponencial e biexponencial 

(Equação 1 e 2, respectivamente). 

Tabela 3 – Constituição do Fluido Pulmonar Simulado (FPS), Fluido Lisossomal 
Artificial (FLA), Ringer, Fluido Gástrico Simulado (FGS) e Fluido Intestinal Simulado 
(FIS). 

FPS FLA Ringer 

MgCl2 . 6 H2O 0,102 MgCl2 0,05 NaCl 8,59 
NaCl 5,727 NaCL 3,21 CaCl 0,19 
KCl 0,298 Na2HPO4 0,071 KCl 0,30 

Na2HPO4 anidro 0,142 Na2SO4 0,039  
Na2SO4 anidro 0,142 CaCI2.2H2O 0,128  
CaCI2.2H2O 0,368 Na3(C6H5O7) . 

2H2O 
0,077   

CH3COONa . 3 H2O 0,826 NaOH 6,00   
NaHCO3 2,604 C6H8O7 20,8   

Na3(C6H5O7) . 2H2O 0,098 C2H5NO2 0,059   
 Na2C4H4O6 0,09   
 C3H5NaO3 0,085   
 C3H3NaO3 0,086   



88 

 

pH 7,4 pH 4,5 pH 7,4 

Os valores apresentados representam as concentrações em gramas (g) de soluto em 
1000 mL de água. 
Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Artificial; 
FGS = Fluido Gástrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal Simulado. 
 
Equação 1 

𝐶𝑜𝑛𝑐 = 100𝑒(−𝑘𝑡) 

Equação 2 

𝐶𝑜𝑛𝑐 = 100(1 − 𝐴(−∝𝑡) + 𝐵(−𝛽𝑡)) 

Onde, 𝑘, α e β são constantes de velocidade e A é o percentual liberado na 

etapa rápida e B o percentual liberado na etapa lenta, para o modelo biexponencial. 

Também foi utilizado o modelo da Lei da Potência nos perfis de liberação para 

obtenção dos parâmetros a e n, para caracterização do sistema de forma estrutural e 

geométrica, além do mecanismo de liberação do fármaco (Equação 3). 

Equação 3 

𝑓𝑡 = 𝑎𝑡𝑛 

Onde, ft representa a liberação fracionada do fármaco, a é a constante que 

incorpora as características estruturais e geométricas da forma farmacêutica 

analisada e n é o expoente de liberação que indica o mecanismo de liberação do 

fármaco. 

Utilizando valor de n associado ao estudo desenvolvido por Siepmann e 

Peppas (2012) foi possível determinar o mecanismo de liberação do fármaco da 

formulação de acordo com a Tabela 4 (SIEPMANN & PEPPAS, 2012). 

Tabela 4 – Mecanismo de liberação de fármacos a partir de sistemas carreadores 
baseados em hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) de acordo com o expoente de 
liberação n relacionado à Lei das Potências (SIEPMANN & PEPPAS, 2012). 

Expoente de liberação n Mecanismo de liberação 

Filme Cilindro Esfera  

0,50 0,45 0,43 Difusão fickiana 

0,50 < n <1,0 0,45 < n <0,89 0,43 < n < 0,85 Transporte anômalo 

1,0 0,89 0,85 Transporte caso II 

FGS FIS 

HCl 7,0 KH2PO4 6,8 
NaCl 2,0 NaOH 77 

Pepsina 0,8 Pancreatina 10 
pH 1,2 pH 6,8 
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 Desempenho aerodinâmico in vitro 

O desempenho aerodinâmico in vitro foi determinado em Impactador em 

Cascata de Andersen® (do inglês Dry Powder Inhaler Andersen Cascade Impactor – 

ACI-DPI, Apparatus D, European Pharmacopeia, Copley Scientific Limited®, 

Alemanha), o qual mimetiza o trato respiratório humano, permitindo avaliar o perfil de 

deposição in vitro das partículas. 

Este equipamento é composto por oito estágios (zero a sete) mais o filtro, com 

placas de impactação circulares conectadas a um controlador de fluxo de ar e bomba 

de vácuo, que simulam uma respiração normal e o possível comportamento da 

formulação após administração (boca) até os ramos mais profundos do pulmão 

(alvéolos). Amostras da formulação MP/F4M (20 mg, correspondendo a 5 mg de AAS) 

e do fármaco AAS puro (5 mg) foram pesadas e transferidas para cápsulas de gelatina 

dura (Nº 3) antes de iniciar o experimento. Em seguida, foram inseridas em inalador 

(Aerolizer®, Novartis), perfuradas duas vezes, e iniciado o ensaio (fluxo de ar = 28,3 

L/min, por 4 segundos, simulando a respiração de uma pessoa sadia) (ZATTA et al., 

2018). A concentração de fármaco em cada estágio foi determinada aplicando o 

método de extração previamente padronizado e quantificado em HPLC-UV. 

A partir desta análise foi possível avaliar parâmetros de uniformidade e fluxo 

dos pós, bem como performance aerodinâmica de acordo com as propriedades de 

Fração de Partículas Finas (FPF – soma do fármaco recuperado nos estágios 2 ao 7 

+ filtro dividido pela recuperação do fármaco total), Fração Respirável (FR – soma do 

fármaco recuperado nos estágios 2 ao 7 + filtro dividido pela soma do fármaco 

recuperado nos dos estágios 0 ao 7 + filtro) e Dose Emitida (DE – concentração do 

fármaco retido na cápsula menos a soma do fármaco recuperado nos estágios 0 ao 

7). Os valores expressos foram calculados de acordo com equações já descritas na 

literatura (MEENACH et al., 2013), com algumas modificações (ZATTA et al., 2018). 

 Caracterização das propriedades mucoadesivas in vitro 

A mucosa utilizada nos ensaios foi proveniente de esôfago suíno, doados pelo 

matadouro Ouro do Sul®. O esôfago suíno foi aberto e a parte interna limpa 

suavemente com água ultrapura para retirar resíduos de alimentos e cortado em 

pedaços de 16 cm² aproximadamente, embalando-os em papel alumínio e 

armazenados sob refrigeração a -4 ˚C por no máximo um mês. 
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Os ensaios posteriores foram realizados para observar possível adesão/ 

interação da formulação com a mucosa. 

4.4.8.1 Perfil de lavabilidade em mucosa esofágica suína 

O experimento foi realizado em célula de Franz modificada, com canal de 

entrada e saída de solução de lavagem, acoplada a uma bomba de fluxo (FRANK et 

al., 2014; ROSSI et al., 1999; ZATTA et al., 2018). Neste estudo foi utilizado como 

meio receptor o FPS e mucosa esofágica de suíno como membrana. Sobre a mucosa, 

foi adicionada 20 mg da formulação MP/F4M (que corresponde a 5 mg de AAS) ou 

AAS puro, na mesma quantidade e então iniciado o fluxo de lavagem (0,2 mL/min) 

simulando a ação do fluxo de clearance pulmonar. A célula foi mantida em banho 

termostatizado a 37 ± 1 ºC sob agitação moderada durante o período de experimento. 

Amostras foram coletadas a partir do canal de saída nos tempos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 

60, 90, 120, 150, 180, 240, 270 e 300 minutos e analisadas em HPLC-UV para 

determinação da concentração de fármaco lavado em função do tempo (Validação do 

método no Material Suplementar 8.3.1). Ao final do experimento, a mucosa esofágica 

foi tratada para determinar a concentração de fármaco retido e o meio receptor foi 

filtrado e analisado a fim de verificar a capacidade de permeação das amostras 

testadas para fins de comparação com o ensaio de permeação in vitro. 

4.4.8.2 Avaliação da permeação in vitro 

A avaliação da capacidade de permeação e penetração da formulação foi 

realizada em Célula Automática de Franz (FRANK et al., 2014; ZATTA et al., 2018), 

utilizando como membrana a mucosa esofágica de suíno. A célula utilizada possui 

área de 3,1 cm² e comporta cerca de 7 mL de meio no compartimento receptor. Os 

cortes da mucosa foram interfaces dos meios doador e aceptor da célula de Franz. A 

capacidade de permeação foi avaliada em FPS (pH 7,4). A quantidade de amostra 

utilizada foi de 20 mg de formulação (cerca de 5 mg de AAS), afim de cobrir toda área 

de mucosa em contato com o meio receptor.  

A formulação foi pesada e disposta na face superior da mucosa e o sistema foi 

fechado e mantido sob agitação a 37 ºC ± 1 °C. O fluxo do fármaco a partir da 

formulação através da mucosa foi calculada pela determinação da concentração do 

fármaco no líquido aceptor, em tempos previamente determinados (30, 60, 120, 180, 

240, 300 e 360 minutos), utilizando-se HPLC-UV (Validação do método no Material 
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Suplementar 8.3.1). Após o término do experimento, a mucosas foram tratadas a fim 

de determinar a concentração de fármaco retido. 

4.4.8.3 Adsorção de mucina 

O potencial da formulação MP/F4M de se adsorver à mucina e a eficiência 

desta ligação foram avaliadas pelo ensaio de adsorção de mucina, utilizando mucina 

de estômago suíno (Sigma-Aldrich®). O pó obtido na ausência de HPMC foi utilizado 

como controle (MP/aF4M). Para este experimento foram preparadas dispersões 

aquosas de mucina em diferentes concentrações (200, 250, 300 e 350 µg/ mL) com 

uma concentração conhecida da formulação (20 mg). As soluções foram agitadas em 

vortex e deixadas em banho termostatizado a 37 °C durante uma hora. Em seguida, 

as dispersões foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos e recolhido 1 mL do 

sobrenadante para determinação da concentração de mucina livre. A concentração 

proteica livre nos sobrenadantes das soluções foi mensurada através do método de 

Lowry, com auxílio de um espectrofotômetro SpectraMax 190® utilizando o software 

SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA) com absorbância de 749 nm conforme 

reportado por Zatta e colaboradores (2018). 

 Ensaios antihemostáticos in vitro 

Os ensaios antihemostáticos in vitro e ex vivo, assim como os ensaios 

antitrombóticos in vivo foram desenvolvidos em período sanduíche no laboratório de 

Hemostasia Experimental (LabHex), da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob 

supervisão do Professor Doutor Plínio Cunha Sathler. Adicionalmente, alguns ensaios 

antihemostáticos in vitro foram realizados no laboratório de Bioquímica 

Farmacológica, do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, sob supervisão do Professor 

Doutor Markus Berger de Oliveira. 

Amostras de sangue humano foram obtidas de doadores adultos, saudáveis, 

de ambos os sexos, que não fizeram uso de medicamentos ou outras substâncias que 

pudessem interferir no experimento (ex. álcool e entorpecentes) pelo período mínimo 

de 15 dias após anamnese e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(APÊNDICE 9.1 – TCLE). O sangue foi coletado por punção venosa da veia braquial 

média, com auxílio de scalp 21 e seringa de 20 mL, em citrato 3,8%, na proporção de 

9 volumes de sangue para 1 volume de citrato, obedecendo os seguintes critérios e 

inclusão e exclusão de doadores: 
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Critérios de inclusão dos doadores 

• Serem maiores de 18 anos; 

• Apresentarem coagulograma dentro dos valores de 

referência com INR ≤ 1,3. 

Critérios de exclusão dos doadores 

• Fazerem uso de qualquer fármaco que influenciasse no 

sistema hemostático (ex. anticoagulantes e antiagregantes 

plaquetários); 

• Apresentarem qualquer distúrbio do sistema hemostático; 

• Apresentarem coagulograma com INR > 1,3. 

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugação do sangue total 

em 1000 RPM por 10 minutos enquanto o plasma pobre em plaquetas (PPP), por 

centrifugação do PRP a 3500 RPM por 15 minutos (LOURENÇO et al., 2017; SAITO 

et al., 2016). 

4.4.9.1 Ensaios de coagulação plasmática in vitro 

Os ensaios tiveram como objetivo analisar a atividade anticoagulante da 

fucoidana pura ou presente na formulação MP/F4M, assim como a capacidade de 

algum componente da formulação em interferir no tempo de coagulação. 

Para os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e de tempo 

de protrombina (PT), foram formados pools com amostras de plasma citratado de seis 

doadores que não apresentavam distúrbios no sistema hemostático expresso pelo 

INR (razão normalizada internacional) igual ou inferior a 1,3. Os ensaios foram 

realizados em triplicata utilizando um analisador de coagulação CoagLab® IV (Beijing 

Shining SunTechnology Co. ®, China), de acordo com as instruções do fabricante 

(WAMA Diagnostics®) e segundo protocolo proposto por Saito e colaboradores 

(LOURENÇO et al., 2017; SAITO et al., 2016).  

No ensaio de aPTT, 97 μL de PPP juntamente com 3 μL da formulação 

MP/F4M, fucoidana pura ou controles (água ou rivaroxabana – 40 μg/mL), foram 

previamente incubados por 15 minutos em condições ambiente e, posteriormente, por 

2 minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 100 μL de cefalina (1,2 mg/mL), 

sendo incubados por dois minutos e a reação foi disparada com 100 μL de CaCl2 0,025 

M, em um volume final de 300 μL, sendo determinado e monitorado o tempo de 

coagulação do plasma em segundos a 37 °C (LOURENÇO et al., 2017; SAITO et al., 
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2016). Para o ensaio de PT foi mantido o protocolo, sendo que ao final, a reação foi 

disparada com 100 μL de tromboplastina cálcica (2,5 mg/mL). 

4.4.9.2 Ensaios de agregação plaquetária in vitro 

Os ensaios objetivaram analisar a atividade antiagregante plaquetária do AAS 

e a atividade pró-agregante plaquetária da fucoidana, pura ou presente na formulação 

MP/F4M, assim como a capacidade de algum componente da formulação em interferir 

na agregação plaquetária. 

A agregação plaquetária foi monitorada utilizando-se um agregômetro Pack-4® 

(Helena Laboratories®, USA) seguindo o método turbidimétrico de Born e Cross 

(BORN & CROSS, 1963; SAITO et al., 2016; LOURENÇO et al., 2017). 

A agregação plaquetária foi iniciada adicionando-se 10 μL de ácido 

araquidônico (ARA - 500 μM) à cubetas contendo 287 μL de PRP e 3 μL da formulação 

MP/F4M, AAS ou fucoidana puras, previamente incubados por 2 minutos a 37°C. Os 

ensaios de agregação plaquetária foram realizados em triplicata em um total de seis 

experimentos independentes e os dados obtidos foram descritos em porcentagem de 

agregação ± desvio padrão. 

Além disso, como a fucoidana foi descrita como um novo agonista para 

agregação plaquetária por Manne e colaboradores (2013), diferentes concentrações 

da fucoidana foram utilizadas como agonista afim de analisar este perfil (MANNE et 

al., 2013a). 

4.4.9.3 Avaliação da atividade hemolítica in vitro 

Para verificar a hemocompatibilidade da formulação e seus componentes, 

optamos por avaliar o grau de lise eritrocitária através da mensuração da hemoglobina 

livre após um período de incubação de 3 horas com auxílio de um espectrofotômetro 

SpectraMax 190® e o software SoftMax Pro 6® (Molecular Devices®, USA). 

Nesta trabalho, foi modificada a metodologia proposta por Bauer e 

colaboradores (BAUER et al., 2012), na qual a liberação da hemoglobina oriunda de 

células eritrocitárias danificadas é medida em uma placa de 96 poços, com fundo 

chato, em um comprimento de onda de 540 nm. Água e Triton X-100 foram utilizados 

como controle negativo e controle positivo, respectivamente. 

Os eritrócitos foram lavados com 1,5 mL de PBS e centrifugados a 2500 rpm 

por 15 minutos. Então, o sobrenadante foi descartado e o processo repetido duas 

vezes. Após a lavagem, os eritrócitos foram ressuspensos em 5 mL de PBS. Em 
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seguida, 540 μL da solução concentrada de eritrócitos foram adicionados a um 

microtubo contendo 60 μL da formulação (MP/F4M) e também da formulação branca 

(MP/F4M B) sob diferentes concentrações e incubadas a 37°C por um período de três 

horas. Após este período as amostram foram centrifugadas a 2500 rpm e o 

sobrenadante foi avaliado, em triplicata, por espectrofotometria a 540nm em placa 96 

poços. 

4.4.9.4 Ensaio de adesão plaquetária in vitro 

O ensaio de adesão plaquetária foi realizado conforme descrito por Bellavite e 

colaboradores (1994) com algumas modificações. A proteína recombinante humana 

PSGL-1/CD162 Fc (R&D Systems®, USA), que apresenta ligação específica para P-

selectina foi utilizada em conjunto com a fucoidana livre, formulação branca (MP/F4M 

B) e formulação (MP/F4M), incubando o respectivo poço com plaqueta lavada ativada 

para a análise da adesão competitiva. 

A técnica da plaqueta lavada foi realizada com o intuito de retirar elementos do 

sangue que poderiam interferir na agregação plaquetária induzida por trombina e 

consequentemente especificidade do método de adesão competitiva (GIBBINS & 

MAHAUT-SMITH, 2004). Para tal, foi utilizado: (B) tampão Tyrode de lavagem e (C) 

tampão Tyrode de ressuspensão, preparados a partir de uma solução geral (A), como 

indicado na Tabela 5. 

O PRP foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos e em seguida o 

sobrenadante foi descartado e as plaquetas foram ressuspensas em 8 mL do tampão 

B. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes e, ao final, as plaquetas foram 

ressuspensas no tampão C (GIBBINS & MAHAUT-SMITH, 2004). 

Para o presente ensaio, uma placa de 96 poços com alta afinidade a proteínas 

foi utilizada (Flacon®, USA), empregando albumina (2 mg/mL) e PSGL-1 como 

controles, com incubação overnight a 4 °C e 1 hora a 37 °C, com duas lavagens com 

NaCl 0,9 %. Então, 100 µL de plaqueta lavada ativada (concentração de plaquetas 

igual a 2,5 x 106, ativadas com 10 µL de trombina a 1NIH e incubadas com diferentes 

concentrações de fucoidana pura ou formulação MP/F4M, na proporção 1:1) foi 

adicionada aos poços e a placa incubada a 37 °C por 30 minutos. Ao final da 

incubação, os poços foram lavados duas vezes com NaCl 0,9 % e cada um recebeu 

100 µL de tampão citratado 0,1 M, pH 5.4, contendo 5 mM de p-nitrofenil fosfato e 0,1 

% de Triton X-100 para analisar a atividade da fosfatase ácida plaquetária. A placa foi 



95 

 

incubada por mais uma hora em condições ambiente e a reação foi parada com 50 µL 

de NaOH 2 M. A concentração de p-nitrofenol produzido pela reação foi mensurado a 

405 nm utilizando um leitor de microplacas SpectraMax 190® e o software SoftMax 

Pro 6® (Molecular Devices®, USA) e o número de plaquetas aderentes foi calculado 

através de uma curva de calibração obtida com número conhecido de plaquetas 

lisadas, contado em câmara de Neubauer (Material suplementar 8.4.1) 

 

Tabela 5 – Preparação dos tampões para o ensaio de agregação plaquetária induzida 
por trombina. 

 
 

 
 

Fonte: GIBBINS & MAHAUT-SMITH, 2004  

 ENSAIOS IN VIVO E EX VIVO 

Os experimentos envolvendo animais foram realizados utilizando ratos Wistar 

machos e fêmeas (250 - 300 g). Todos os ensaios envolvendo animais foram 

realizados de acordo com as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal) (COBEA, 1991), Vogel e Vogel (VOGEL & VOGEL, 1997) e 

Committee on Animal Research and Ethics (CARE, 2012). Ainda, foram submetidos 

ao Comité de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, sendo aprovado sob número 002/19 (Anexo 10.1). Os animais foram 

mantidos em condições de higiene adequada, com ração e água ad libitum em sala 

projetada para o mesmo. 

Nos ensaios in vivo, os ratos foram mantidos em jejum por um período de 1 

hora e então anestesiados com uma solução de quetamina / xilazina (1,25 g/kg) por 

injeção intraperitoneal para início do ensaio. A formulação ou controles foram 

administrados por via intratraqueal com auxílio de um cateter, sem traqueostomia, 

conforme exposto por LIZIO e colaboradores (2001) com algumas modificações no 

aparato utilizado. 

Os grupos de tratamento foram, contendo seis animais por grupo: 

(A) Tampão Tyrode geral 

NaCl 4,0 g 
NaHCO3 462 g 
KCl 74,5 mg 
Na2POH4 . 12 
H2O 

46,8 mg 

MgCl2 . 6 H2O 101,5 mg 
HEPES 1,19 g 
Glicose 495 mg 
BSA 1,75 mg 
Água destilada 500 mL 

(B) Tampão Tyrode de 
Lavagem 

(C) Tampão Tyrode  
de Ressuspenssão 

Solução A 250 
mL 

Solução A 250 mL 

Citrato de 
sódio 

0,147 
g 

CaCl2 . 2 H2O 36,76 
mg 

PH 6,5 PH 7,4 
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(I) controle negativo (insuflação de 2 mL de ar);  

(II) MP/F4M;  

(III) MP/F4M branca e 

(IV) fármaco AAS puro.  

Foi realizada análise histologia e histopatológica de todos os animais mortos, 

detectando a integridade ou ocorrência de dano tecidual dos pulmões, coração, 

fígado, rins, estômago e intestino delgado. Os tecidos foram avaliados de modo 

semiquantitativo quanto a presença de hiperemia, hemorragia e inflamação, como 

descrito na literatura (GAUTIER, 2010; LI et al., 2012; RUEHL-FEHLERT et al., 2003; 

TREUTING & DINTZIS, 2011). 

 Avaliação do potencial antiagregante plaquetário ex vivo 

O sangue dos ratos Wistar machos e fêmeas (250 - 300 g) tratados foi captado 

por punção cardíaca utilizando seringas descartáveis e adicionados a tubos falcon 

com proporção de 1:100 de heparina (40 mg/mL). O plasma rico em plaquetas (PRP) 

foi obtido por centrifugação do sangue a 1000 rpm, por 10 minutos, e em seguida o 

mesmo foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos para obtenção do plasma pobre 

em plaquetas (PPP). Além disso, foi necessário realizar diluição do PRP devido à 

grande concentração de plaquetas presentes, utilizando o tampão Tyrode empregue 

na plaqueta lavada.  

Inicialmente, 135 µL de Tyrode foi adicionado à cubetas específicas, além de 5 

µL de cloreto de cálcio 1M. Em seguida, 150 µL de PRP foi adicionado e a reação foi 

disparada adicionado 10 µL de ADP (3 µM) ou colágeno (5 µg/mL). A agregação 

plaquetária foi monitorada utilizando-se um agregômetro Pack-4® (Helena 

Laboratories, USA), seguindo o método turbidimétrico de Born e Cross. (BORN & 

CROSS, 1963; PIERDONÁ et al. 2014) e os ensaios foram realizados em um total de 

seis animais. 

  Avaliação do perfil antitrombótico in vivo através do ensaio de trombose 

arterial induzida por cloreto férrico 

Esse ensaio é baseado em injúria endotelial local, que é sensível para fármacos 

anticoagulantes e antiagregantes plaquetários. A trombose na artéria carótida foi 

induzida pelo método proposto por Li, McIntyre e Silverstein (LI, MCINTYRE, 
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SILVERSTEIN, 2013). A artéria carótida direita foi isolada através de uma incisão na 

linha mediana cervical e um disco de papel Whatman (1 x 2mm) embebido em uma 

solução de cloreto férrico (20 %) foi aplicado na artéria por um período de três minutos. 

Imediatamente após a retirada do papel Whatman, a artéria carótida foi lavada com 

400µL de salina e uma sonda de fluxo ultrasônico (modelo 0,5 VB; Transonic Systems 

Inc., Ithaca, NY, E.U.A.) foi justaposta em volta da artéria para aferição do tempo de 

formação do trombo (oclusão total). Os grupos foram os mesmos citados 

anteriormente com administração intratraqueal e oral. 

Além disso, para observar os efeitos de uma administração prolongada 

(crônica), foram realizados ensaios com uma administração por dia, durante três dias 

(72 horas). Os resultados foram expressos em tempo de oclusão (minutos), sendo 

considerado não-oclusão um período maior ou igual a 60 minutos. 

 Avaliação do potencial hemorrágico in vivo através do tempo de 

sangramento 

Para avaliar o tempo de sangramento in vivo, após total indução anestésica, a 

cauda do animal foi cortada a 5 mm da sua extremidade e imersa em um tubo falcon 

contendo 10 mL de reagente de Drabkin (Bioclin®). O reagente de Drabkin lisa a 

hemácia e transforma a hemoglobina em cianometahemoglobina, descrita na literatura 

como estável. A densidade óptica foi analisada com o auxílio de um espectrofotômetro 

(SpectraMax® 190, Molecular Devices®) a 420 nm, de três em três minutos em um 

total de 30 minutos, transferindo 100 µL do tubo falcon para uma placa 96 poços, em 

quintuplicata. Essa quantidade foi reposta ao final de cada intervalo de tempo e a 

quantidade de hemoglobina foi obtida utilizando-se a seguinte equação: 

Quantidade de hemoglobina (g/dL) = Absorbância da amostra x FT 

O fator de calibração (FT) foi obtido dividindo a concentração do padrão de 

hemoglobina (Bioclin®) com a absorbância do padrão, como descrito na metodologia 

do kit. Foram utilizados seis animais para cada formulação e a massa de hemoglobina 

perdida foi determinada (ELG, GUSTAFSSON, CARLSSON, 1999; FRATTANI et al., 

2013; LIU et al., 2012; SONG, WANG, ZHAO, 2012), com os grupos citados 

anteriormente no ensaio de trombose arterial. 
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 Histologia e análise histopatológica 

A histologia e análise histopatológica foram desenvolvidas em no laboratório de 

Histologia sob supervisão da Professora Doutora Nádia Campos de Oliveira Miguel e 

da doutoranda Priscila Furtado, do LabHex, ambas da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro. 

Para realizar a análise histopatológica foram analisadas regiões em comum em 

cada lâmina, considerando áreas semelhantes com presença de estruturas 

específicas de cada órgão, de forma a realizar uma descrição geral delas. 

4.5.4.1 Preparo das amostras 

Após a necropsia, o pulmão, coração, fígado, rins, estômago e intestino 

delgado foram retirados e dispostos em cassetes plásticos devidamente identificados. 

A fixação dos órgãos foi realizada em paraformoldeído tamponado a 5% durante um 

período de 48 h. O volume do fixado utilizado para esta etapa foi 20 vezes maior do 

que o dos órgãos. As amostras foram preparadas, segundo a rotina para crioproteção, 

sendo imersas durante 48 horas em cada uma das seguintes soluções: (1) Sacarose 

10 % (2) Sacarose 20 % e (3) Sacarose 30 %. Os cortes histológicos foram realizados 

em criótomo com espessura de 10 μm e corados por Hematoxilina de Harris e Eosina 

(LI et al., 2012). 

4.5.4.2 Coloração por Hematoxilina-Eosina 

Os cortes do pulmão, coração, fígado, rins, estômago e intestino delgado dos 

ratos dos diferentes grupos experimentais foram corados por hematoxilina-eosina, 

conforme as seguintes etapas: a) hidratação, com imersões por 30 segundos em 

soluções de álcool absoluto a 100% I e II, álcool 90% e álcool 80% b) impregnação 

pelos corantes, com prévia lavagem em água corrente por um minuto e, 

posteriormente, I) solução de eosina alcóolica 1% por um minuto; (II) água corrente 

por 30 segundos; (III) solução de Hematoxilina de Harris por um minuto; (IV) água 

corrente por 30 segundos; (V) desidratação em banhos em álcool 90%, 80% e 70% 

por trinta segundos em cada etapa e (VI) clarificação em banhos de xilol e selamento 

(RUEHL-FEHLERT et al., 2003; GAUTIER, 2010; TREUTING & DINTZIS, 2011; LI et 

al., 2012). 
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 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a análise estatística utilizou-se o software SPSS 14.0 for Windows 

aplicando-se a análise de variância (ANOVA), e na sequência o teste de Tukey, sendo 

um valor de p ≤ 0,05 considerado significante. Todos os resultados foram expressos 

como a média ± desvio padrão quando aplicável.
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5 RESULTADOS  

 ESTABILIDADE DO AAS EM ÁGUA 

Foi realizado um ensaio de estabilidade do AAS com misturas de diferentes 

concentrações de propilenoglicol em água. Os resultados evidenciaram que a 

presença de propilenoglicol a 2% foi capaz de manter o AAS estável por 8 horas 

(período da maioria dos experimentos expostos) (Figura 18). Desta forma, adotou-se 

tal medida para todos os estudos posteriores.  

 
Figura 18 – Estabilidade do ácido acetilsalicílico (AAS) com ou sem agente anti-
hidrolítico (propilenoglicol).  
Abreviaturas: Prop = Propilenoglicol. 

 DELINEAMENTO DA FORMULAÇÃO DE PÓ INALÁVEL CONTENDO AAS E 
FUCOIDANA 

Inicialmente, foram desenvolvidas formulações com poloxamer 188 (FP), 

deoxicolato de sódio (Fds) e cloreto de benzalcônio (Fcb). 

As formulações contendo poloxamer 188 (Pluronic® F-68) independentemente 

de sua concentração e parâmetros de solubilização (tempo de agitação ou sonicação), 

demonstraram ser inexequíveis quanto a coleta dos pós após secagem devido à forte 

aderência dos mesmos na parede do equipamento, onde apenas a FP3 apresentou 

algum rendimento no processo de secagem (10%) (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Constituintes das formulações para secagem, assim como parâmetros 
utilizados para solubilização. 

 Constituintes Parâmetros  

Formulação Poloxamer 188 
(g) 

AAS (g) TA 
(min) 

Sonicação 
(min) 

Rendimento 
(%) 

FP1 0,10 0,15 50 40 0 
FP2 0,25 0,15 50 40 0 
FP3 0,50 0,15 50 40 10 
FP4 0,25 0,15 60 30 0 
FP5 0,25 0,15 40 50 0 
FP6 0,25 0,15 30 30 0 

Abreviaturas: FP = Formulação contendo Poloxamer 188 (Pluronic® F-68); AAS = 
ácido acetilsalicílico; TA = tempo de agitação; g = gramas e min = minutos. 

 
Para formulações contendo deoxicolato de sódio (Fds) e cloreto de benzalcônio 

(Fcb) procedeu-se com a metodologia citada anteriormente. Entretanto, a dificuldade 

de solubilização e formação de um gel impossibilitou a continuação do processo de 

secagem, evidenciando incompatibilidade destes produtos com o sistema 

desenvolvido. Logo, o delineamento do sistema carreador contendo AAS e fucoidana 

foi conduzido considerando suas características de solubilidade e carga iônica.  

Compreende-se que o AAS apresenta valor de pKa = 3,41 (MarvinSketch®, 

DrugBank®), desta forma, em pH = 5,0 (pH aproximado de trabalho), a maior parte da 

concentração de AAS está ionizado negativamente, e que a fucoidana é um 

polissacarídeo aniônico. Baseado em um estudo anterior do grupo, buscou-se um 

ligante capaz de interagir quimicamente com ambos visando a formação de um 

complexo para a obtenção das partículas (ZATTA et al., 2018). Neste sentido, a L-

Lisina, um aminoácido de natureza catiônica, foi utilizada como mediadora da ligação 

entre o AAS e a fucoidana.  

A L-lisina exibe dois grupamentos amina em sua estrutura que lhe confere 

carga positiva, possibilitando a interação iônica com estruturas de carga oposta como 

o AAS e a fucoidana (Figura 19) e formação de um complexo de micropartículas (MP). 

Para a formulação de micropartículas contendo L-Lisina (MP1-8) foi possível 

determinar que o tempo de agitação, assim como tempo de sonicação por ultrassom 

da formulação influenciava diretamente no rendimento, sendo que o melhor resultado 

foi para a formulação MP7 (25 %) (Tabela 7). 
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Figura 19 – Esquema ilustrativo do possível arranjo do sistema carreador baseado na 
formação do complexo por interação iônica (MP). 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

Em seguida, foram utilizados 60 minutos de agitação (devido ao resultado 

anterior), modificando a concentração do aminoácido (MP9-13). Além disso, a ordem 

de mistura dos componentes da formulação foi alterada, onde: 

Tabela 7 – Constituintes das formulações para secagem, assim como parâmetros 
utilizados para solubilização. 

 Constituintes Parâmetros  

Formulação L-Lisina (g) AAS 
(g) 

TA (min) Sonicação 
(min) 

Rendimento % 

MP1 0,25 0,15 50 40 14 
MP2 0,25 0,15 50 40 15 
MP3 0,25 0,15 50 40 13 
MP4 0,25 0,15 50 40 15 
MP5 0,25 0,15 40 30 15 
MP6 0,25 0,15 30 30 16 
MP7 0,25 0,15 60 0 25 
MP8 0,25 0,15 30 0 23 

Abreviaturas: MP = Formulação de micropartículas contendo L-Lisina; AAS = ácido 
acetilsalicílico; TA = tempo de agitação; g = gramas e min = minutos. 

– MP13: preparação de uma solução de L-Lisina (0,3 g) + 10 mL de H2O + 2 mL 

de propilenoglicol mantida sob agitação magnética moderada a 37 ˚C por 60 minutos 

(solução A). Após, em um eppendorf, foi solubilizado o AAS (0,15 g) em 1 mL de 

água e 1 mL de acetona com auxílio de vortex por um minuto (solução B). A solução 

B foi lentamente adicionada à solução A utilizando uma pipeta pasteur e 
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permanecendo sob agitação magnética por mais cinco minutos e então, com auxílio 

de um funil, uma solução aquosa de fucoidana (46 mL - 100 µg/mL) previamente 

preparada foi adicionada continuando sob agitação por mais cinco minutos (solução 

MP).  

– MP14: modificação da ordem, onde a solução A foi adicionada à solução B; 

– MP15: solução de fucoidana solubilizada em conjunto com o AAS (solução 

B), seguindo os passos anteriores; 

– MP16: solubilização de todos os componentes (0,3g de L-Lisina + 10mL de 

H2O + 2mL de propilenoglicol 2% + 50 mL de uma solução aquosa de fucoidana em 

conjunto (Tabela 8). 

Tabela 8 – Constituintes das formulações para secagem, assim como parâmetros 
utilizados para solubilização. 

 Constituintes Parâmetros  

Formulação L-Lisina (g) AAS 
(g) 

TA (min) Sonicação 
(min) 

Rendimento (%) 

MP9 0,50 0,15 60 0 0 
MP10 0,30 0,15 60 0 28 
MP11 0,10 0,15 60 0 0 
MP12 0,06 0,15 60 0 0 
MP13 0,30 0,15 60 0 29 
MP14 0,30 0,15 60 0 0 
MP15 0,30 0,15 60 0 0 
MP16 0,30 0,15 60 0 27 

Abreviaturas: MP = Formulação de micropartículas contendo L-Lisina; AAS = ácido 
acetilsalicílico; TA = tempo de agitação; g = gramas e min = minutos. 

 
Todas as formulações (MP9-13) mostraram resultados insatisfatórios quanto ao 

rendimento (< 30 %), levando à adição de diferentes adjuvantes nestas formulações 

de micropartículas (MP), como o Methocel® F4M (MP/F4M), a L-Leucina (MP/Leu) e 

a quitosana (MP/Ch). 

A Figura 20 ilustra o possível arranjo do sistema carreador após adição desses 

adjuvantes de secagem, sendo a estruturação da MP/F4M semelhante à MP/Leu, 

enquanto a MP/Ch apresenta interação do adjuvante com o AAS e fucoidana, devido 

as diferenças de cargas existentes nas matérias-primas. 

Foi possível observar que a adição destes adjuvantes de secagem melhorou o 

rendimento do processo de secagem da formulação, sendo semelhantes para as três 

formulações (MP/F4M = 55 ± 5 %; MP/Leu = 52 ± 3 % e MP/Ch = 50 ± 7 %). 
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Figura 20 – Esquema ilustrativo do possível arranjo do sistema carreador baseado na 
formação de micropartículas por interação iônica com adição do adjuvante de 
secagem. A linha pontilhada indica possíveis locais de interação iônica. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M; MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; 
MP/Ch = Formulação de micropartículas contendo quitosana. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DOS SISTEMAS DE LIBERAÇÃO DE 
PÓS INALÁVEIS  

 Determinação do diâmetro médio de partícula e distribuição 

granulométrica dos pós inaláveis 

Os resultados evidenciaram que a MP/Leu apresentava os menores valores de 

tamanho de partícula e SPAN (1,460 ± 0,015 e 0,921 ± 0,017, respectivamente). Por 
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sua vez, MP/F4M e MP/Ch exibiram resultados semelhantes para o D[4,3] (2,512 ± 

0,022 e 2,603 ± 0,032, respectivamente), assim como para o SPAN (0,957 ± 0,012 e 

0,951 ± 0,023, respectivamente). (Figura 21 e Tabela 9) 

Todas as formulações revelaram comportamento unimodal e distribuição de 

tamanho de partícula com estreito intervalo (SPAN < 1,3), além de rendimentos do 

processo de secagem próximos entre si (aproximadamente 50%), conforme Figura 

21 e Tabela 9.  

 
Figura 21 – Tamanhos de partícula obtidos pela técnica de difração de laser através 
da análise por volume para as formulações de pós inaláveis com diferentes adjuvantes 
(n = 3).  
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulação 
de micropartículas contendo quitosana. 
 
Tabela 9 – Diâmetro médio de partícula e distribuição granulométrica 

   Tamanho de partícula 

Amostra D10 µm D50 µm D90 µm D[4,3] µm SPAN 

MP/F4M 1,464 ± 
0,010 

2,390 ± 0,030 3,750 ± 0,026 2,512 ± 
0,022 

0,957 ± 
0,012 

MP/Leu 0,883 ± 
0,015 

1,383 ± 0,013 2,157 ± 0,018 1,460 ± 
0,015 

0,921 ± 
0,017 

MP/Ch 1,513 ± 
0,035 

2,485 ± 0,030 3,875 ± 0,045 2,603 ± 
0,032 

0,951 ± 
0,023 

Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulação 
de micropartículas contendo quitosana 

 Análise morfológica 

Os resultados demonstraram que ambos, fármaco e produto de degradação 

(AAS e AS, respectivamente), apresentavam-se em forma de bastão e a fucoidana 

como um aglomerado amorfo. De forma geral, todos os componentes tinham em sua 
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constituição carbono, oxigênio e hidrogênio, sendo que apenas a fucoidana, por ser 

um polissacarídeo sulfatado extraído de algas marinhas, exibiu outros constituintes 

(grande parte sendo enxofre) (Figura 22 e Tabela 10). 

 
Figura 22 – Microscopia eletrônica de varredura (MEV): imagens obtidas dos 
componentes utilizados para obtenção das formulações de micropartículas (MP) em 
diferentes aumentos. O aumento escolhido foi maior ou menor dependendo do caso 
para melhor visualização. 
Abreviaturas: AAS = Ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico.  

Em relação às micropartículas, foi observado que as partículas da formulação 

MP (micropartícula sem adjuvante de secagem) exibiram morfologia indefinida, o que 

pode ter contribuído para a dificuldade de coleta do pó. Por outro lado, as partículas 

da formulação MP/F4M apresentaram morfologia irregular com presença de 

concavidades (colabadas); MP/Leu, morfologia esférica com presença de 

invaginações (morfologia de hemácia) e MP/Ch, morfologia totalmente esférica. Para 

as três formulações foi verificada superfície levemente rugosa (Figura 23).  

Tabela 10 - Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) com 
identificação de diferentes elementos presentes em cada componente. 

Elemento (%) AAS AS L-Lisina Fucoidana 

Carbono 81,02 86,75 68,61 60,90 
Nitrogênio 0,6 0,17 10,23 0,50 
Oxigênio 18,38 13,08 8,10 12,90 
Cloro ------- ------- 13,07 0,41 
Sódio ------- ------- ------- 0,54 
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Magnésio ------- ------- ------- 0,20 
Alumínio ------- ------- ------- 0,50 
Silício ------- ------- ------- 0,93 
Fósforo ------- ------- ------- 0,73 
Enxofre ------- ------- ------- 7,61 
Cálcio ------- ------- ------- 1,09 
Massa total 100 100 100 100 

Massa total em porcentagem (%). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico e AS = ácido salicílico. 
 

Além disso, de acordo com a análise do campo total verificou-se ausência de 

estruturas com morfologia semelhante às matérias-primas analisadas, o que é um 

indicativo de não haver excesso de fármaco nas formulações, já que todos os 

componentes passaram pelo processo de secagem de forma separada afim de 

verificar estrutura semelhantes (Figura 23). 

Em relação a análise do EDS, foi constatada pequena porcentagem de enxofre 

proveniente da fucoidana, o que garante sua presença nas diferentes preparações. 

Também foi demonstrada presença de cloro, o qual é decorrente da L-lisina e resíduos 

de água (Tabela 11). 

Tabela 11 – Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) com 
identificação de diferentes elementos presentes em cada formulação 

Elemento 
(%) 

MP MP/F4M  MP/Leu MP/Ch 

Carbono ------- 69,33 85,25 73,06 
Nitrogênio 34,42 16,75 4,85 10,34 
Oxigênio 26,40 3,84 4,26 15,58 
Cloro 39,18 9,07 5,58 0,57 
Sódio ------- ------- 0,54 0,42 
Enxofre ------- 1,01 0,05 0,04 
Massa total 100 100 100 100 

Massa total em porcentagem (%). 
Abreviaturas: MP = Formulação sem adjuvante de secagem (L-Lisina + H2O + 
propilenoglicol 2%); MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulação 
de micropartículas contendo quitosana; AAS = ácido acetilsalicílico e AS = ácido 
salicílico. 
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Figura 23 – Microscopia eletrônica de varredura (MEV): imagens obtidas das 
formulações após processo de secagem. Aumentos de 100x, 5000x e 10000x. 
Abreviaturas: MP = Formulação sem adjuvante de secagem (L-Lisina + H2O + 
propilenoglicol 2%); MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
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MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulação 
de micropartículas contendo quitosana. 

 Determinação da concentração de AAS e padronização das extrações 

Em relação à MP/Leu, o primeiro solvente (5 mL) foi adicionado a um balão 

volumétrico contendo o pó e mantido sob ultrassom por 60 minutos, seguido da adição 

de 5 mL do segundo solvente (quando aplicável) até completar 120 minutos de 

extração (Figura 24). 

 
Figura 24 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/Leu utilizando diferente 
ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporção expressa em (v/ v). 
Abreviaturas: H2Op = Água com propilenoglicol 2%; AF = ácido fosfórico; AAS = ácido 
acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/Leu = Formulação de micropartículas 
contendo L-Leucina. 

Em seguida, utilizando o melhor resultado obtido anteriormente (ACN:H2Op – 

50:50 – v/ v), foi apurado se o tempo de sonicação (ultrassom – 30, 60, 90 e 120 

minutos) promovia diferenças na recuperação do fármaco, sendo o melhor resultado 

para 120 minutos (Figura 25). 

Finalmente, diferentes temperaturas foram analisadas (Figura 26), concluindo 

a padronização da quantificação da concentração de fármaco por grama de pó da 

MP/Leu, com 40 °C. 
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Figura 25 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/Leu utilizando 
diferentes tempos de ultrassom empregando ACN:H2Op - 50:50 (v/ v) (n = 3).  
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/Leu = 
Formulação de micropartículas contendo L-Leucina. 
 

Figura 26 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/Leu utilizando 
diferentes temperaturas empregando ACN:H2Op - 50:50 (v/ v) (n = 3). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/Leu = 
Formulação de micropartículas contendo L-Leucina. 

Os resultados para a MP/F4M foram semelhantes, considerando os ensaios de 

determinação da proporção de solventes, tempo de ultrassom e temperatura ótima 

(Figuras 27, 28 e 29, respectivamente). 
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Figura 27 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/F4M utilizando 
diferente ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporção expressa em (v/ v). 
Abreviaturas: H2Op = Água com propilenoglicol 2%; AAS = ácido acetilsalicílico; AS 
= ácido salicílico e MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 
 

 
Figura 28 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/F4M utilizando 
diferentes tempos de ultrassom empregando ACN:H2Op - 50:50 (v/ v) (n = 3). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/F4M = 
Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 
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Figura 29 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/F4M utilizando 
diferentes temperaturas empregando ACN:H2Op - 50:50 (v/ v) (n = 3). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/F4M = 
Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 
 

Por fim, para a formulação MP/Ch, apenas o screening de diferentes solventes 

e ordem dos mesmos foi realizado devido aos resultados observados na estabilidade 

do AAS nas micropartículas (Figura 30). 

 
Figura 30 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/Ch utilizando diferente 
ordem e quantidade de solvente (n = 3). Proporção expressa em (v/ v). 
Abreviaturas: H2Op = Água com propilenoglicol 2%; AAS = ácido acetilsalicílico e AS 
= ácido salicílico. 
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Após ampla análise destes dados, foi possível perceber que o AAS foi melhor 
extraído das formulações MP/Leu e MP/F4M utilizando acetonitrila: água + 
propilenoglicol 2% (50:50 – v/ v), com tempo total de extração de 120 min e 
temperatura de 40 ˚C, resultando em 73,40 ± 0,02 % e 76,13 ± 0,02 % de recuperação 
do AAS, respectivamente. Em relação à hidrólise do AAS em AS, foi observado 6,20 
± 0,00 % e 3,63 ± 0,00% para MP/Leu e MP/F4M, respectivamente.  

Em contrapartida, a MP/Ch apresentou o pior desempenho, com apenas 49,60 

± 0,02% de recuperação do AAS e 8,00 ± 0,03% de hidrólise com as mesmas 

condições acima citadas para análise de teor no tempo zero. Além disso, formulação 

MP/Ch não foi mantida para a continuidade dos experimentos devido à intensa de 

hidrólise do AAS, conforme demonstrado no tópico seguinte. 

Com isso, foi padronizada a extração conforme descrito abaixo (Figura 31): 
1. Pesagem de 2 mg da formulação em balão volumétrico de 10 mL; 

2. Adição de 5 mL de acetonitrila (ACN); 

3. Ultrassom por 60 minutos a 40 ˚C; 

4. Adição de 5 mL de água ultrapura com 2% de propilenoglicol; 

5. Ultrassom por 60 minutos a 40 ˚C, totalizando 120 minutos e 

6. Quantificação por HPLC-UV 

 
Figura 31 – Esquema ilustrativo da extração para determinação da concentração de 
fármaco nas micropartículas (MP). 
Abreviaturas: ACN = acetonitrila; UP = ultrapura; Min = minutos, ̊ C = celsius e HPLC-
UV = cromatografia líquida de alta eficiência com detecção no ultravioleta. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

 Estabilidade do AAS nas micropartículas 

A Figura 32 mostra os resultados do estudo de estabilidade do AAS nas 

formulações, além da quantificação de seu produto de hidrólise (AS) nas três 
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formulações desenvolvidas, em um período de 28 dias, armazenadas em condições 

ambientais. 

 
Figura 32 – Recuperação do AAS e AS (%) da formulação MP/Leu, MP/Ch e MP/F4M 
avaliado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 (n = 3). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; AS = ácido salicílico e MP/Leu = 
Formulação de micropartículas contendo L-Leucina, MP/F4M = Formulação de 
micropartículas contendo HPMC F4M e MP/Ch = Formulação de micropartículas 
contendo quitosana. 

 

Os resultados apontaram a formulação MP/F4M como a mais estável, 

demonstrando baixa degradação do AAS (Dia 0 = 76,13 ± 0,02 % e dia 28 = 72,5 ± 

0,02 %), com consequente pequeno aumento do AS ao longo dos dias (Dia 0 = 3,63 

± 0,00 % e dia 28 = 7,50 ± 0,00 %). Adicionalmente, a mesma formulação foi 

reavaliada após 90 dias (AAS = 66,20 ± 0,02 % e AS = 11,10 ± 0,00 %), confirmando 

a estabilidade deste sistema.  

Em contrapartida, a MP/Leu exibiu elevada hidrólise do AAS (Dia 0 = 73,42 ± 

0,02% e dia 28 = 50,35 ± 0,01%), com recuperação do AS no dia 0 de 6,22 ± 0,00 % 

e no dia 28 de 30,00 ± 0,00 %), assim como MP/Ch (Dia 0 = 49,60 ± 0,02 % e dia 28 

= 10,00 ± 0,02 %), com recuperação de AS no dia 0 de 8,00 ± 0,03 % e no dia 28 de 

50,00 ± 0,02 %, inviabilizando a utilização destes sistemas microparticulados.  

Esses resultados possibilitaram o desenvolvimento e produção de um sistema 

terapêutico de pó inalável para liberação pulmonar do AAS associado à fucoidana, 

através da técnica de secagem por aspersão utilizando o HPMC F4M como adjuvante 
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de secagem e promotor de liberação prolongada. A Figura 33 ilustra os ensaios 

realizados até a escolha da formulação pulverulenta MP/F4M. 

 
Figura 33 – Esquema ilustrativo resumido do desenvolvimento da formulação 
MP/F4M. Alguns ensaios foram omitidos e toda metodologia dos ensaios citados 
aparece no texto. 
Abreviaturas: FP = Formulação contendo Polaxamer 188 (Pluronic® F-68); Fcb = 
Formulação contendo cloreto de benzalcônio; MP = Formulação de micropartículas 
contendo L-Lisina; MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina; MP/Ch = Formulação 
de micropartículas contendo quitosana. 
Fonte: SAITO et al., 2018. 

 Pureza de pico cromatográfico 

Com o objetivo de determinar impurezas ou sobreposição de picos que 

poderiam estar relacionados com a recuperação abaixo de 80% para a formulação 

MP/F4M, fez-se necessário a análise da pureza de pico cromatográfico.  

Os resultados apresentados revelaram fator de pureza de 999,923 e 999,974 

para o AAS livre (Figura 34) e AAS presente na formulação MP/F4M (Figura 35), 

respectivamente. 
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Figura 34 – Pureza de pico do ácido acetilsalicílico (AAS) e ácido salicílico (AS). 
 

 
Figura 35 – Pureza de pico do ácido acetilsalicílico (AAS) presente na formulação 
MP/F4M. 

 QUANTIFICAÇÃO DA FUCOIDANA NAS MICROPARTÍCULAS 

Aproximadamente 100% da concentração de fucoidana incorporada na 

formulação MP/F4M (98,20 ± 1,15%) foi recuperada, valor comparável com a 
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quantificação de fucoidana pura (diluída em água sem passar pelo processo de 

secagem = 99,80 ± 0,50%). Além disso, o ensaio mostrou-se específico para detecção 

do polissacarídeo (água pura = 0,00 ± 0,20% e formulação sem fucoidana MP/F4Msf 

= 0,00 ± 0,30%) (Figura 36). 

 
Figura 36 – Recuperação da fucoidana avaliada em três lotes de três dias diferentes 
da formulação MP/F4M e da formulação sem fucoidana MP/F4Msf. Para efeitos de 
comparação, foi utilizado água como controle negativo e fucoidana livre como controle 
positivo. 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 

 PERFIS DE LIBERAÇÃO IN VITRO DO AAS A PARTIR DAS FORMULAÇÕES 
DESENVOLVIDAS UTILIZANDO CÁPSULAS DE GELATINA DURA 

Analisando os resultados, foi possível perceber que tanto a formulação MP/F4M 

quanto o fármaco puro, resultaram em perfis de liberação prolongados em ambos os 

meios testados (FPS e Ringer), apresentando elevado valor de desvio-padrão. Estes 

resultados corroboram com estudos já descritos na literatura, que remetem à ligação 

cruzada do AAS com a gelatina constituinte da cápsula dura utilizada como invólucro 

(DIGENIS, GOLD, SHAH, 1994; GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; MARQUES, 

2014; OFNER et al., 2001; OHARA et al., 2005). Além disso, a alta cristalinidade do 

fármaco puro pode ter retardado sua solubilização. Assim, estes fatores podem ter 

interferido na dissolução do fármaco gerando um perfil de liberação pseudo 
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sustentado (Figuras 37 e 38). Devido à estas problemáticas, o ensaio só foi realizado 

em Ringer e FPS. 

 
Figura 37 – Perfil de liberação in vitro da formulação MP/F4M e fármaco puro em 
Ringer. Na mesma figura, a linha cinza com quadrado expressa a porcentagem de AS 
provenientes da hidrólise do fármaco puro durante o tempo de ensaio e a linha preta 
com triângulo expressa a porcentagem de AS provenientes da hidrólise do fármaco 
presente na formulação MP/F4M durante o tempo de ensaio. 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 
 

 
Figura 38 – Perfil de liberação in vitro da formulação MP/F4M e fármaco puro em 
Fluido Pulmonar Simulado (FPS). Na mesma figura, a linha cinza com quadrado 
expressa a porcentagem de AS provenientes da hidrólise do fármaco puro durante o 
tempo de ensaio e a linha preta com triângulo expressa a porcentagem de AS 
provenientes da hidrólise do fármaco presente na formulação MP/F4M durante o 
tempo de ensaio. 
Abreviaturas: FPS = Fluido pulmonar simulado e MP/F4M = Formulação de 
micropartículas contendo HPMC F4M. 

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150 200

%
 d

e
 A

A
S

 l
ib

e
ra

d
o

 e
 h

id
ro

liz
a

d
o

 
e

m
 A

S

Tempo (min)

Ensaio de liberação em Ringer (AAS)

MP/F4M AAS MP/F4M AS AS

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150 200

%
 d

e
 A

A
S

 l
ib

e
ra

d
o
 e

 h
id

ro
liz

a
d
o
 

e
m

 A
S

Tempo (min)

Ensaio de liberação em FPS

MP/F4M AAS MP/F4M AS AS



122 

 

 PERFIS DE LIBERAÇÃO IN VITRO DO AAS A PARTIR DAS FORMULAÇÕES 
DESENVOLVIDAS UTILIZANDO PÓ COESO 

O desenvolvimento de uma técnica para obtenção de um pó coeso e de um 

aparato de dissolução específico para este ensaio permitiram determinar o perfil de 

liberação do AAS puro e presente na formulação MP/F4M em diferentes meios 

(Ringer, Fluido Pulmonar Simulado - FPS, Fluido Lisossomal Artificial – FLA, Fluido 

Gástrico Simulado – FGS e Fluido Intestinal Simulado – FIS) sem grandes variações 

intra-ensaio (baixo desvio-padrão), diferentemente do que foi observado utilizando 

cápsulas de gelatina dura. 

Devido ao método proposto substituir a utilização de cápsulas de gelatina dura 

ou outro meio de confinamento e o aparato possibilitar a realização deste ensaio com 

pequenas quantidades de amostra, ambos foram objeto de patenteamento junto ao 

INPI (BR1020180090933), conforme ANEXO 10.2 - MÉTODO DE DISSOLUÇÃO DE 

PÓS E APARATO DISSOLUTOR. 

Nos ensaios de liberação in vitro utilizando pó coeso, os resultados 

demonstraram que o AAS puro coeso dissolveu rapidamente, apresentando 100% da 

concentração disponível em menos de 3 minutos em todos os meios testados. Por 

outro lado, quando associado às micropartículas, foi percebido controle da liberação 

do AAS (FPS = 60 min; Ringer, FGS e FLA = 120 min e FIS = 150 min) (Figura 39). 

A formulação MP/F4M coesa demonstrou hidrólise do AAS em AS abaixo de 

5% para os meios Ringer (pH 7,4), FPS (pH 7,4) e FLA (pH 4,5). Já para os meios 

FGS (pH 1,2) e FIS (pH 6,8), observou-se uma hidrólise aumentada (9,12 ± 0,13 % e 

12,16 ± 0,49 %, respectivamente), possivelmente devido ao pH mais ácido do FGS e 

da concentração de sais do FIS (figura omitida). 

Os valores de critério de seleção do modelo matemático para modulação dos 

perfis de liberação foram calculados e encontram-se descritos na Tabela 12, 

considerando os melhores valores de coeficiente de correlação (MSC) e r quadrado 

(r²) obtidos através dos dados experimentais.  
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Figura 39 – Perfil de liberação in vitro da formulação MP/F4M e AAS puro (linha cinza 
clara pontilhada). 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = 
Fluido Lisossomal Artificial; FGS = Fluido Gástrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal 
Simulado e MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M. 

 

Tabela 12 – Perfis de liberação de primeira ordem ou segunda ordem 

Liberação de primeira ordem 

 Ringer FPS FGS FIS FLA 

r² 0,864 ± 0,008 0,913 ± 0,003 0,883 ± 0,009 0,936 ± 0,005 0,883 ± 0,004 

r 0,909 ± 0,009 0,936 ± 0,005 0,932 ± 0,009 0,962 ± 0,003 0,937 ± 0,003 

k 0,002 ± 0,000 0,003 ± 0,000 0,002 ± 0,000 0,002 ± 0,000 0,002 ± 0,000 

MSC 0,453 ± 0,076  0,815 ± 0,041 0,680 ± 0,095 1,483 ± 0,099 0,355 ± 0,031 

Liberação de segunda ordem 

 Ringer FPS FGS FIS FLA 

r² 0,999 ± 0,000 0,999 ± 0,000 0,999 ± 0,000 0,999 ± 0,000 0,999 ± 0,000 

r 0,998 ± 0,000 0,998 ± 0,001 0,998 ± 0,001 0,999 ± 0,000 0,999 ± 0,000 

MSC 4,916 ± 0,144 5,015 ± 0,440 4,751 ± 0,094 5,645 ± 0,258 5,369 ± 0,374 

A 
10,975 ± 

0,767 9,451 ± 1,494 

11,652 ± 
1,311 

87,289 ± 
3,317* 

14,933 ± 
1,672  

α 0,050 ± 0,004 0,083 ± 0,007 
0,0423 ± 

0,004 
0,0004 ± 

0,000 0,035 ± 0,003  

B 
89,417 ± 
0,792* 

90,274 ± 
1,483* 

87,559 ± 
1,303* 

12,370 ± 
3,220 

83,720 ± 
1,367* 

β 
0,0003 ± 

0,000 0,001 ± 0,000 
0,0004 ± 

0,000 0,031 ± 0,009 
0,0002 ± 

0,000 

Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Artificial; 
FGS = Fluido Gástrico Simulado; FIS = Fluido Intestinal Simulado; r = coeficiente de 
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correlação; k = constante de velocidade; A = percentual liberado na etapa rápida; α = 
velocidade de A; B = percentual liberado na etapa lenta e β = velocidade de B. 

A modelagem matemática revelou que o melhor ajuste foi determinado pela 

liberação de segunda ordem, caracterizada por duas etapas de liberação (A = rápida 

e B = lenta) para todos os meios. Cabe ressaltar que apenas para o FIS houve uma 

alteração de perfil, no qual aproximadamente 87% de fármaco (87,289 ± 3,317 %) foi 

liberado na etapa rápida (A) e 12% (12,370 ± 3,220 %) na etapa lenta (B). 

Por fim, a análise do perfil de liberação pela Lei das Potências, adequada a 

formulações contendo HPMC (SIEPMANN & PEPPAS, 2012) demonstrou mecanismo 

de liberação do tipo transporte anômalo (0,43 < n < 0,85) em todos os meios (Tabela 

13). 

Tabela 13 – Resultados obtidos aplicando Lei das Potências. 

Lei das Potências 

Ringer FPS FGS FIS FLA 

0,57 ± 0,01 0,60 ± 0,02 0,54 ± 0,00 0,67 ± 0,02 0,58 ± 0,01 

Abreviaturas: FPS = Fluido Pulmonar Simulado; FLA = Fluido Lisossomal Artificial; 
FGS = Fluido Gástrico Simulado e FIS = Fluido Intestinal Simulado. 

 DESEMPENHO AERODINÂMICO IN VITRO 

Na análise dos valores obtidos no Impactador em Cascata de Andersen (ACI-

DPI), foi possível detectar e quantificar o AAS em todos os estágios, sendo que 

aproximadamente 50% da concentração total do fármaco (50,02 ± 0,21%) ficou 

depositada nos estágios 2-7, os quais, representam a fração de partículas respiráveis 

(FR), enquanto que para o AAS puro, cerca de 90% do fármaco ficou depositado na 

porção orofaríngea (estágios 0-1). A análise estatística apresentou diferenças 

significativas quanto a fração de partículas finas (FPF) e fração respirável (FR) da 

formulação MP/F4M em relação ao AAS puro (p < 0,05), indicando que a associação 

do AAS ao sistema carreador resultou em propriedades aerodinâmicas adequadas 

para administração pulmonar visando deposição média a profunda (CARVALHO et al. 

2011; ZATTA et al. 2018) (Figura 40 e Tabela 14).  
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Figura 40 – Desempenho de deposição do AAS (%) em cada estágio do Impactador 
em Cascata de Andersen para a formulação MP/F4M e AAS puro e * = p < 0,05. 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M e FR 
= fração respirável. 
 
Tabela 14 – Propriedades aerodinâmicas determinadas pelo Impactador em Cascata 
de Andersen. 

 DE (%) FPF (%) FR (%) 

MP/F4M 95,25 ± 0,20 37,60 ± 1,32* 50,02 ± 0,21* 
AAS puro 92,31 ± 0,12 4,23 ± 1,23 4,16 ± 1,09 

* = p < 0,05 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; DE = 
dose emitida; FPF = fração de partículas finas e FR = fração respirável 

 CARACTERIZAÇÃO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS IN VITRO 

 Perfil de lavabilidade em mucosa esofágica suína in vitro 

A formulação MP/F4M ficou visivelmente aderida à mucosa suína, observado 

pelo lento perfil de lavabilidade. Após 180 minutos, a concentração de fármaco (AAS) 

lavado entrou em estado de equilíbrio, obtendo-se 91,08 ± 4,79 % de fármaco 

recuperado do total administrado. Este resultado confirma a capacidade bioadesiva 

da formulação, possivelmente relacionada à utilização do HPMC conforme descrito 

por Zatta e colaboradores (ZATTA et al., 2018). O AAS puro foi analisado como 

controle, apresentando baixa concentração de fármaco no fluido lavado, entrando em 

estado de equilíbrio após 60 minutos de experimento com apenas 80% de 
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recuperação da concentração total (83,09 ± 1,97 %) (Figura 41). Ao final do 

experimento, o meio receptor (FPS), assim como a mucosa utilizada foram 

quantificados em relação à concentração de fármaco permeado e retido, 

respectivamente. A quantificação no meio receptor demonstrou 4,30 ± 0,13 % e 1,12 

± 0,30 % para o AAS presente na formulação e para o AAS puro, respectivamente. 

Além disso, foi observado concentração de 1,11 ± 0,13 % (AAS presente na 

formulação) e 0,42 ± 0,20 % (AAS puro) na mucosa. 

Figura 41 – Perfil de lavabilidade em mucosa esofágica suína in vitro da formulação 
MP/F4M e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como meio receptor. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico e MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M. 

 Perfil de permeação em mucosa esofágica suína in vitro 

Para a análise do perfil de permeação in vitro, foi utilizado esôfago suíno visto 

que ele apresenta a proteína mucina, a qual está presente em pulmões humanos. 

Para esse ensaio foram utilizados como parâmetro de finalização do ensaio, dois 

tempos após primeiro ponto de platô (três tempos totais).  

A permeabilidade da formulação MP/F4M (232,97 µg/cm³ de AAS) foi muito 

maior quando comparada ao fármaco livre (76,26 µg/cm³ de AAS), corroborando a 

capacidade de permeação da formulação. Ainda, o equilíbrio foi observado no tempo 
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de aproximado de 200 minutos para a formulação, sendo semelhante aos resultados 

de lavabilidade para a formulação MP/F4M (Figura 42). 

 
Figura 42 – Perfil de permeação em mucosa esofágica suína in vitro da formulação 
MP/F4M e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como meio receptor. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico e MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M. 

 
Por fim, na extração do AAS na mucosa após 360 minutos, foi possível perceber 

que aproximadamente 5 % do fármaco da formulação MP/F4M ficou retido na mucosa, 

de forma diferente ao fármaco puro (1 %) (Figura 43). 

 
Figura 43 – Porcentagem de fármaco retido da mucosa após de permeação in vitro 
da formulação MP/F4M e AAS puro utilizando Fluido Pulmonar Simulado (FPS) como 
meio receptor. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico e MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M. 
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 Perfil de adsorção de mucina 

A análise estatística por ANOVA demonstrou diferença significativa na 

capacidade de adsorção de mucina pela formulação na presença de HPMC 

(MP/F4M). A partir desta análise pode-se perceber que a capacidade de adsorção da 

partícula tem um limite em relação à quantidade de mucina do meio, não havendo 

uma relação direta concentração de mucina versus capacidade de adsorção (Figura 

44). 

Com isso, a presença de HPMC na estruturação da partícula proporciona 

significativo aumento no potencial mucoadesivo, que é constante ao atingir sua 

capacidade máxima de adsorção (Figura 44). 

 
Figura 44 – Perfil de adsorção de mucina in vitro da formulação MP/F4M e MP/F4M 
B em concentrações conhecidas de mucina, onde * = p < 0,05. 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M e 
MP/aF4M = Formulação com os constituintes com exceção do HPMC. 

 ENSAIOS ANTIHEMOSTÁTICOS IN VITRO 

Para os ensaios antihemostáticos in vitro, foram utilizados diferentes controles 

positivos para cada ensaio específico. Os resultados foram analisados 

estatisticamente comparando os com o controle negativo ou positivo, onde o asterisco 

(*) refere-se a um p valor menor que 0,05. 
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 Ensaios de coagulação plasmática in vitro 

Inicialmente, foram realizados ensaios de coagulação in vitro através do teste 

de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) para diversas 

concentrações de fucoidana (25, 50, 100, 200, 250, 300, 350 e 400 µg/mL) afim de 

analisar seu perfil anticoagulante descrito na literatura (CUMASHI et al., 2007; ALE, 

MIKKELSEN, MEYER, 2011b; ZHAO et al., 2016), utilizando a água como controle 

negativo e rivaroxabana, um inibidor direto do fator Xa, como controle positivo (Figura 

45). 

Analisando os resultados, foi possível perceber que no PT, a fucoidana dobrava 

o tempo de coagulação na concentração de 200 µg/mL, exibindo este mesmo perfil 

no aPTT na concentração de 25 µg/mL. 

 
Figura 45 – Avaliação da atividade anticoagulante da fucoidana em diversas 
concentrações através dos ensaios de tempo de protrombina (PT) e tempo de 
tromboplastina parcial ativada (aPTT), * = p < 0,05. 

 
Com isso, procedeu-se aos ensaios de coagulação plasmática in vitro utilizando 

as formulações MP/F4M e MP/Leu (0,5 mg/mL). De forma interessante, as 

formulações na concentração de 0,5 mg/mL que apresentavam 33 µg/mL de fucoidana 

em sua constituição, não apresentaram atividade anticoagulante no PT ou aPTT, 

diferindo dos resultados observados anteriormente para a fucoidana pura no ensaio 

do aPTT (Figura 46). 
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Figura 46 – Avaliação da atividade anticoagulante das formulações MP/F4M e 
MP/Leu através dos ensaios de tempo de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina 
parcial ativada (aPTT). 
Abreviaturas: MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo HPMC F4M; 
MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina. 

 Ensaios de agregação plaquetária in vitro 

Devido ao potencial pró-agregante da fucoidana relatado por Manne e 

colaboradores (2013), foram realizados ensaios utilizando a fucoidana como agonista 

plaquetário em diferentes concentrações (800, 600, 400, 200, 100, 50, 25 e 20 µg/mL). 

Como controles positivos foram utilizados ADP (3 µM) e colágeno (5 µg/mL) e água 

como controle negativo. 

Através da análise dos resultados apresentados na Figura 47, é possível 

perceber que a fucoidana na concentração de 400 µg/mL exibe atividade agregante 

plaquetária, podendo ser definida como um agonista plaquetário. 

Os ensaios de agregação plaquetária in vitro utilizando as formulações MP/F4M 

e MP/Leu (0,5 mg/mL) foram realizados (concentração de AAS e fucoidana no sistema 

iguais a 100 µg/mL e 33 µg/mL, respectivamente), utilizando o ácido araquidônico 

(ARA - 500 μM) como agonista plaquetário devido sua interação com o mesmo sítio 

de ligação do AAS. Os resultados demonstraram atividade antiagregante plaquetária 

para ambas as formulações MP/F4M e MP/Leu (3,08 ± 0,14 % e 7,69 ± 0,14 % de 

agregação plaquetária, respectivamente) (Figura 48). 
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Figura 47 – Avaliação da atividade pró-agregante plaquetária da fucoidana em 
diversas concentrações através do ensaio de agregação plaquetária e * = p < 0,05. 

 
A fim de corroborar com os achados anteriores sobre a estabilidade do fármaco 

nas formulações, os ensaios foram repetidos após 28 dias, onde não foi detectada 

atividade antiagregante plaquetária para a formulação MP/Leu (91,56 ± 0,71 % de 

agregação plaquetária), diferente do observado para a MP/F4M (3,40 ± 0,24 % de 

agregação plaquetária). Por fim, a fucoidana foi analisada utilizando a mesma 

concentração presente nas formulações (33 µg/mL), a qual, não exibiu atividade 

antiagregante plaquetária (Figura 48). 

 
Figura 48 – Avaliação da atividade antiagregante plaquetária das formulações 
MP/F4M e MP/Leu através do ensaio de agregação plaquetária e * = p < 0,05. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M e MP/Leu = Formulação de micropartículas contendo L-Leucina. 
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 Avaliação da atividade hemolítica in vitro 

Nenhuma das concentrações da formulação HPMC/F4M utilizadas (0,5 e 1 

mg/mL) apresentou atividade hemolítica, assim como a formulação branca 

(HPMC/F4M B), corroborando com o caráter biocompatível do fármaco e dos 

componentes da formulação (Figura 49). 

 
Figura 49 - Avaliação da atividade hemolítica in vitro das formulações MP/F4M e 
MP/F4M B * = p < 0,05. 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulação branca 

 Ensaio de adesão plaquetária in vitro 

Para os ensaios de adesão plaquetária in vitro, a fucoidana inibiu a ligação das 

plaquetas à proteína recombinante, conforme observado na Figura 50. Duas 

concentrações apresentaram interação competitiva com a P-selectina das plaquetas 

ativadas (50 µg/mL e 25 µg/mL), observando resultados semelhantes ao controle 

negativo albumina. Concentrações abaixo de 25 µg/mL (10 e 1 µg/mL) não 

apresentaram impedimento da ligação das plaquetas (Figura 50). 

Em relação à formulação MP/F4M, foi possível notar que a formulação sem 

PSGL-1 aumentou o número de plaquetas ligadas e quando comparado ao conjunto 

MP/F4M e PSGL-1, houve inibição da adesão plaquetária para a concentrações 10, 5 

e 2,5 mg/mL, corroborando o fato da competição da fucoidana e da PSGL-1 por P-

selectina de plaquetas ativadas (Figura 51). 
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Figura 50 - Avaliação da ligação das plaquetas com diferentes concentrações de 
fucoidana com proteína recombinante PSGL através do ensaio de adesão plaquetária 
in vitro. * = p < 0,05. 
 

Figura 51 – Avaliação da ligação das plaquetas com diferentes concentrações da 
formulação MP/F4M com e sem proteína recombinante PSGL através do ensaio de 
adesão plaquetária in vitro. * = p < 0,05. 
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 ENSAIOS IN VIVO E EX VIVO 

 Avaliação do potencial antiagregante plaquetário ex vivo 

Diante dos resultados, foi possível perceber que não houve alteração 

significativa na agregação plaquetária induzida por ADP para o controle (2 mL de ar), 

formulação branca (MP/F4M B) e AAS (3,5 mg/kg). De forma interessante, houve 

modificação na agregação plaquetária dos grupos que foram tratados com a 

formulação MP/F4M (11 mg/kg) após 6 horas (agregação de 79 ± 9 %) (Figura 52). 

Além disso, os resultados apresentaram-se mais acentuados na agregação 

plaquetária induzida por colágeno. A concentração de AAS (3,5 mg/kg) não 

apresentou atividade em nenhum dos tempos testados e a formulação MP/F4M 

demonstrou maior atividade antiagregante plaquetária para os tempos 4 e 6 horas 

(agregação de 40 ± 7 % e 60 ± 6 %, respectivamente). De forma interessante, mesmo 

após 24 horas do tratamento único (agregação de 68 ± 8 %) foi possível perceber 

inibição da agregação plaquetária semelhante ao início do tratamento (2 horas após 

administração tendo agregação de 67 ± 7 %) (Figura 53). 

Para fins de comparação, foi realizado um ensaio com grupo que recebeu AAS 

3,5 mg/kg por gavagem com coleta após 6 horas, apresentando resultados de 

agregação de 71 ± 4 % para agregação induzida por colágeno e agregação de 78 ± 2 

% induzida por ADP (dados não mostrados). 
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Figura 52 – Avaliação da atividade antiagregante plaquetária ex vivo do fármaco livre 
(AAS) e das formulações MP/F4M B e MP/F4M nos tempos 2, 4, 6 e 24 horas, 
utilizando como agonista plaquetária o ADP. * = p < 0,05 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulação branca 

 

  
Figura 53 – Avaliação da atividade antiagregante plaquetária ex vivo do fármaco livre 
(AAS) e das formulações MP/F4M B e MP/F4M nos tempos 2, 4, 6 e 24 horas, 
utilizando como agonista plaquetário o colágeno. * = p < 0,05 
Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas 
contendo HPMC F4M e MP/F4M B. Formulação branca 

 Avaliação do perfil antitrombótico in vivo através do ensaio de trombose 

arterial induzida por cloreto férrico 

Com os achados do ensaio anterior, foram realizados ensaios com o melhor 

tempo (6 horas). Como observado na Figura 54, os grupos AAS pulmonar 3,5 mg/kg 

6 horas, MP/F4M B e MP/F4M 11 mg/kg 6 horas, não apresentaram aumento do 

tempo para oclusão.  

Então, com o intuito de investigar se a dose administrada em tratamento 

prolongado poderia aumentar o tempo de oclusão, foram realizados ensaios com uma 

administração por dia, durante três dias (1D3D – abreviado 1Dose por dia, durante 

3Dias), totalizando três administrações.  
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De forma interessante, houve um discreto aumento para a formulação MP/F4M 

11 mg/kg 1D3D e o aumento da dose administrada (de 11 mg/kg para 11,5 mg/kg) 

evidenciou não-oclusão, comparável com o grupo que recebeu 10 mg/kg de AAS por 

gavagem 1D3D, corroborando com o perfil antitrombótico da formulação (Figura 54). 

Como o AAS gavagem 3,5 mg/kg não apresentou atividade (dados não mostrados), 

optamos por utilizar uma alta concentração presente na literatura (10 mg/kg, 

aproximadamente 3 vezes a concentração na formulação). 

 
Figura 54 – Avaliação do perfil antitrombótico in vivo do fármaco livre (AAS) e das 
formulações MP/F4M B e MP/F4M nos tempos 6, 24 e 72 horas através da trombose 
arterial. * = p < 0,05 
Abreviaturas: 1D3D = uma dose por dia, durante três dias, totalizando três doses; 
AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo 
HPMC F4M e MP/F4M B. Formulação branca 

 Avaliação do potencial hemorrágico in vivo através do tempo de 

sangramento 

Afim de refletir o melhor resultado na trombose arterial, foi definida uma 

administração por dia, durante três dias (1D3D), totalizando três administrações. 

Com isso, nos resultados para o tempo de sangramento no período de 30 

minutos, percebemos que a formulação MP/F4M (11,5 mg/kg), a qual, apresentou 

atividade antitrombótica in vivo, não apresentou diferenças na quantidade de 

hemoglobina quando comparada ao controle, assim como a formulação branca sem 

0

10

20

30

40

50

60

Te
m

p
o

 p
ar

a 
o

cl
u

sã
o

 (
m

in
)

Trombose Arterial

* *



137 

 

fármaco MP/F4M B 11,5 mg/kg e também a 3,5 mg/kg de AAS por gavagem (Figura 

55). 

De forma interessante, o AAS pulmonar e AAS por gavagem em alta 

concentração (10 mg/kg) aumentaram a quantidade de hemoglobina perdida em 

aproximadamente 2,5 vezes (243 g/dL e 237 g/dL, respectivamente versus 105 g/dL 

do controle) (Figura 55).  

 
Figura 55 – Avaliação do perfil antitrombótico in vivo do fármaco livre (AAS) e das 
formulações MP/F4M B e MP/F4M através do tempo de sangramento no tempo de 6 
horas ou 72 horas * = p < 0,05 
Abreviaturas: 1D3D = uma dose por dia, durante três dias, totalizando três doses 
AAS = ácido acetilsalicílico; MP/F4M = Formulação de micropartículas contendo 
HPMC F4M e MP/F4M B. Formulação branca 

 Análise histopatológica 

Por fim, foram observados o pulmão, coração, fígado, rim, estômago e intestino 

delgado dos animais provenientes do ensaio do tempo de sangramento. 

Foi observada a estrutura de cada órgão, considerando a sua arquitetura 

(cardiomiócitos para o coração; hepatócitos para o fígado; glomérulos renais para o 

rim; vilosidades para estômago e intestino delgado e alvéolos e espaços alveolares 

para o pulmão). Adicionalmente, foram analisados quanto a presença de hemorragias, 
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hiperemia, inflamação ou qualquer outro quadro que modificasse a estrutura do órgão, 

em menor e maior aumento. Todos os ensaios foram realizados de forma crônica, com 

uma dose por dia, durante três dias (1D3D). 

Não foram observadas modificações estruturais no coração (Figura 56); 

estômago (Figura 57); intestino delgado (Figura 58); fígado (Figura 59); rim (Figura 

60). 

Em relação ao pulmão, os grupos controle (sem insuflação de ar e AR), 

MP/F4M B, MP/F4M e AAS Gavagem não apresentaram modificações estruturais, 

hemorragias, hiperemia ou inflamação (Figura 61). Para o grupo AAS Pulmonar, foi 

possível perceber locais com discreta inflamação (Figura 62). No entanto, é 

importante ressaltar que a grande quantidade de AAS administrado (10 mg/kg) pela 

via pulmonar não apresenta estudos na literatura e, podem ocasionar danos severos 

na arquitetura pulmonar. Considerando um animal do grupo AAS pulmonar (10 mg/kg) 

que morreu, o mesmo apresentou dificuldade para respirar logo após a última 

administração (terceira administração, no terceiro dia). Na análise do pulmão deste 

animal (Figura 62 – AAS Pulmonar 02), foi possível observar locais de inflamação, 

provavelmente associados à grande quantidade de fármaco administrado (Figura 62). 
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Figura 56 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do coração dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, evidenciando cardiomiócitos e fibras 
musculares com manutenção da estrutura e ausência de hiperemia, hemorragia ou 
inflamação no local.  
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar; MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar; 
AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS 
Gavagem = Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram 
realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 
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Figura 57 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do estômago dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, evidenciando as vilosidades com 
manutenção da estrutura e ausência de hiperemia, hemorragia ou inflamação no local.  
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar; MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar; 
AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS 
Gavagem = Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram 
realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 



141 

 

 
Figura 58 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do intestino dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, com manutenção da estrutura e ausência de 
hiperemia, hemorragia ou inflamação no local. 
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar; MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar; 
AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS 
Gavagem = Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram 
realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 
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Figura 59 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do fígado dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, com manutenção da estrutura, presença da 
tríade portal e ausência de hiperemia, hemorragia ou inflamação no local.  
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar; MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar; 
AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS 
Gavagem = Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram 
realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 
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Figura 60 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do rim dos animais provenientes 
do tempo de sangramento, com manutenção da estrutura dos glomérulos renais e 
espaços glomerulares, com ausência de hiperemia, hemorragia ou inflamação no 
local.  
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar; MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar; 
AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar e AAS 
Gavagem = Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram 
realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 
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Figura 61 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do pulmão dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, com manutenção da estrutura dos alvéolos 
e espaços alveolares e ausência de hiperemia, hemorragia ou inflamação no local. 
Abreviaturas: Controle = Animal sem nenhum procedimento além do tempo de 
sangramento; Controle AR = Insuflação de 5 mL de ar; MP/F4M B = Administração de 
11,5 mg/kg da Formulação branca pela via pulmonar e MP/F4M = Administração de 
11,5 mg/kg da formulação de micropartículas contendo HPMC F4M pela via pulmonar. 
Todos os ensaios foram realizados de forma crônica, com uma dose por dia, durante 
três dias. 
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Figura 62 – Fotomicrografias dos cortes histológicos do pulmão dos animais 
provenientes do tempo de sangramento, com manutenção da estrutura dos alvéolos 
e espaços alveolares e ausência de hiperemia e hemorragia. (*) = locais de 
espessamento do septo alveolar com presença de células inflamatórias (fibroblastos, 
macrófagos ou neutrófilos). 
Abreviaturas: AAS Pulmonar = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via 
pulmonar; AAS Pulmonar 2 = Administração de 10 mg/kg de AAS pela via pulmonar, 
com morte do animal no terceiro dia após administração e AAS Gavagem = 
Administração de 10 mg/kg de AAS por gavagem. Todos os ensaios foram realizados 
de forma crônica, com uma dose por dia, durante três dias. 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6. DISCUSSÃO 
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6 DISCUSSÃO  

Segundo a OMS, as doenças cardiovasculares são a maior causa de 

mortalidade e morbidade em todo o mundo, destacando-se a trombose venosa e a 

trombose arterial, estimando os custos de atenção médica (remédios, médicos e 

cuidados hospitalares) com aumento de 500 bilhões até 2030 (OMS, 2018; 

(BENJAMIN et al., 2017; CHANG et al., 2016; GROENEWEGEN et al., 2016; PIEPOLI 

et al., 2016; WILKINS et al., 2017).  

Atualmente, existem diversos fármacos antitrombóticos disponíveis no 

mercado para o tratamento desses quadros patológicos, podendo-se citar o AAS, o 

clopidogrel e o ticagrelor em terapia única ou conjunta (AWTRY & LOSCALZO, 2000; 

CURTIN, COX, FITZGERALD, 2002; KOLBER & KOROWNYK, 2014; SHAH et al., 

2014). Contudo, a grande problemática das abordagens terapêuticas atuais são as 

limitações em seu uso e efeitos adversos variados tais como, neutropenia, anemia 

aplásica, trombocitopenia e principalmente as hemorragias (ITTAMAN, 

VANWORMER, REZKALLA, 2014; SHAH et al., 2014; CHAU et al., 2017; LUNI et al., 

2017). Adicionalmente, diversos estudos relatam desistência do tratamento devido à 

essas complicações, mesmo em formulações revestidas, com impacto direto na 

ocorrência / recorrência das doenças cardiovasculares (AL-GOUSOUS & 

LANGGUTH, 2018; BLIDEN et al., 2016; HEDBERG et al., 2013; MARTÍN-MERINO 

et al., 2014; SHAH et al., 2014). 

Com isso, evidencia-se a necessidade de novos protótipos medicamentosos 

que possam auxiliar na determinação de novas terapias de menor risco, maior 

eficiência e aceitação do paciente (AL-GOUSOUS & LANGGUTH, 2018; BARON, 

KAMATH, MCBANE, 2014; CHAPMAN & YUEN, 2014), como formulações para 

administradas pela via pulmonar.  

A via pulmonar tem sido bastante estudada devido suas vantagens frente a vias 

mais comuns (oral e intravenosa), podendo ser citados: a grande vascularização 

tecidual (5 L/min); ampla área superficial alveolar (aproximadamente 100 m²); 

reduzido do efeito de primeira passagem; fina barreira epitelial (50 - 60 µm na traqueia 

e diminui até aproximadamente 0,2 µm no alvéolo); maior biodisponibilidade dos 

fármacos; facilidade de aceitação do paciente ao tratamento devido à diminuição de 

efeitos colaterais e possibilidade de diminuição das doses em tratamentos 
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prolongados (DAEAR, LAI, PRENNER, 2018; GILL et al., 2007; MINZ & PANDEY, 

2018; MORALES-BURGOS et al., 2018; MORÇÖL et al., 2018; NAZAR, 2018). 

O presente trabalho combina dados disponíveis na literatura conforme exposto 

anteriormente, para propor um novo sistema para administração pulmonar contendo 

um polissacarídeo natural (fucoidana), um antitrombótico clássico (ácido 

acetilsalicílico – AAS) e um dos três adjuvantes de secagem expostos (HPMC, 

quitosana e L-Leucina).  

Inicialmente, foram desenvolvidas micropartículas contendo polaxamer 188, 

com características não-iônicas, visto que diversos estudos na literatura o utilizaram 

para a via pulmonar, como visto por Steckel & Brandes (2004); Jaspart e 

colaboradores (2007) e Plataki e colaboradores (2011) (JASPART et al., 2007; 

PLATAKI et al., 2011; STECKEL & BRANDES, 2004). Já o deoxicolato de sódio ou 

cloreto de benzalcônio foram utilizados devidos suas características aniônicas e 

catiônicas, respectivamente, que poderiam influenciar no processo de secagem das 

formulações e consequentemente, no rendimento deste processo. Por fim, a L-Lisina, 

um aminoácido de natureza catiônica, foi utilizada com o intuito de formar um 

complexo através da sua interação com o AAS e com a fucoidana. 

Entretanto, devido à resultados insatisfatórios utilizando polaxamer 188, 

deoxicolato de sódio e cloreto de benzalcônio, ensaios com diferentes adjuvantes de 

secagem foram realizados. Foram analisados o Methocel® F4M 

(hidroxipropilmetilcelulose – HPMC), um polímero inerte, biocompatível, promotor de 

liberação prolongada e de bioadesão (DAVIS, 2017; HUSSAIN et al., 2017; ZATTA et 

al., 2018) e a L-Leucina, um aminoácido apolar, biocompatível, capaz de modificar a 

tensão superficial de micropartículas e melhorar as propriedades aerodinâmicas de 

aerossóis (LI et al., 2017b; MANGAL et al., 2018; NAJAFABADI et al., 2004). 

O desenvolvimento de pós respiráveis a partir desses sistemas foi realizado 

com sucesso (MP/F4M; MP/Leu e MP/Ch), obtendo-se micropartículas sem atividade 

anticoagulante e potente atividade antitrombótica, alguns com disposição semelhante 

aos relatados na literatura (ISHIKAWA et al., 2000; NAJAFABADI et al., 2004; 

BACHELET et al., 2009; ALE, MIKKELSEN, MEYER, 2011b; HUANG & LAM, 2011; 

HEDBERG et al., 2013). 

Ainda, foram realizados diversos experimentos até a determinação dos 

constituintes das formulações considerando as características únicas de cada um para 
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formação de uma micropartícula com propriedades físico-químicas e parâmetros 

aerodinâmicos importantes para a via pulmonar. 

Inicialmente, a escolha do AAS e da fucoidana teve por objetivo a obtenção de 

pós com atividade antitrombótica expressiva e direcionamento para locais mais 

prováveis de desenvolverem quadros trombóticos (alta expressão de P-selectina). 

Como descrito por McEver (2015) e Prakash e colaboradores (2017), a P-

selectina está diretamente relacionada com endotélio lesionado e é expressa nas 

plaquetas ativadas, auxiliando no desenvolvimento de eventos trombóticos 

(MCEVER, 2015; PRAKASH, NAYAK, CHAUHAN, 2017). Com o intuito de direcionar 

a formulação para estes locais, foi utilizada a fucoidana extraída da espécie 

Ascophyllum nodosum.  

Conforme Bachelet e colaboradores (2009) e Cumashi e colaboradores (2007), 

essa fucoidana apresenta uma discreta atividade anticoagulante quando comparada 

à heparina ou a fucoidana extraída da alga marrom Fucus vesiculosus (disponível 

comercialmente), com alta seletividade para P-selectina, sendo biodegradável e 

biocompatível, além de já ser utilizada em dietas nutricionais, justificando a seleção 

desse produto natural como constituinte da formulação (BACHELET et al., 2009; 

CUMASHI et al., 2007; FOLEY et al., 2011). 

Como principal fármaco antitrombótico, foi escolhido o ácido acetilsalicílico 

(AAS), um dos antiagregantes plaquetários mais antigos e, consequentemente, um 

dos poucos com estudos de toxicidade a longo prazo. Para fins de curiosidade, o AAS 

foi inicialmente comercializado denominado de aspirina® pela Bayer® em 1899, 

estando ainda disponível no mercado atualmente, sendo listado pela organização 

mundial de saúde (OMS) como medicamento essencial, devido sua segurança e 

eficácia (AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 

2013; CLELAND, 2002; GARCÍA RODRÍGUEZ, HERNÁNDEZ-DÍAZ, DE ABAJO, 

2001; GOLDSTEIN et al., 2016; HAYDEN et al., 2002; ITTAMAN, VANWORMER, 

REZKALLA, 2014; JEFFREYS, 2008; OMS, 2018). 

Sua maior problemática relaciona-se diretamente com a administração por via 

oral, já que pacientes com úlceras, gastrites e outros problemas gastrointestinais 

precisam de acompanhamento médico ou utilização de medicamentos 

mucoprotetores em conjunto, como o omeprazol (IVEY, PAONE, KRAUSE, 1980; 

CRYER & FELDMAN, 1999; ALTMAN, RIVAS, GONZALEZ, 2012; DE BERARDIS G 
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et al., 2012; SEO et al., 2012; AZOULAY et al., 2013; BASSAND, 2013; ZHANG et al., 

2014). 

De forma interessante, Sørensen e colaboradores (2000) realizaram um estudo 

de coorte sobre a utilização de AAS com e sem revestimento em baixas doses (100 

ou 150 mg), expondo que o revestimento não foi eficaz e a incidência de quadros 

hemorrágicos foi ligeiramente maior, corroborando estudos de Kelly e colaboradores 

(1996), o qual evidenciou um aumento do risco hemorrágico em pacientes que fizeram 

uso do AAS revestido ou tamponado (KELLY et al., 1996; SØRENSEN et al., 2011). 

Com isso, percebe-se a importância do desenvolvimento de uma formulação capaz 

de superar esses efeitos adversos, em consonância com o objetivo do trabalho. 

Esses quadros hemorrágicos são a grande limitação associada ao tratamento 

e/ou prevenção de eventos trombóticos em pacientes que utilizam AAS, levando a 

diversas sociedades regularem sua utilização (American Heart/Stroke Association; 

American College of Chest Physicians, European Society of Cardiology e Canadian 

Cardiovascular Society) (CASADO-ARROYO, SOSTRES, LANAS, 2013; ITTAMAN, 

VANWORMER, REZKALLA, 2014). 

Recentemente, Bais e colaboradores (2016) desenvolveram uma formulação 

de AAS micronizada associada a lactose monohidratada pelo método de precipitação, 

relatando apenas as características físico-químicas passíveis de serem utilizadas para 

a via pulmonar, sem estudos de sua atividade in vitro ou in vivo (BAIS et al., 2016) e 

a patente de Yadidi (2014) teve como mérito a descrição de inaladores de pós secos 

e AAS, sem demonstrar resultados para esta via ou para esta formulação (YADIDI, 

2014), de forma diferente do presente trabalho, o qual, apresenta resultados in vitro, 

ex vivo e in vivo. 

Em 2017, Lefrançais e colaboradores publicaram um artigo inédito 

evidenciando que os pulmões são os locais mais importantes de biogênese das 

plaquetas, refutando que a medula óssea era o principal órgão de produção. Logo, 

além da via pulmonar ser um local de acesso para fármacos antitrombóticos 

conseguirem atingir a via sistêmica, a inibição das plaquetas no pulmão pode ser uma 

terapia de grande valor (LEFRANÇAIS et al., 2017), evidenciando a importância da 

via escolhida. Considerando o exposto, é interessante o desenvolvimento de uma 

formulação contendo AAS para via pulmonar com distribuição sistêmica direcionada 

sem ocasionar lesões gástricas, conforme premissa desta tese. 
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A L-lisina, presente nas formulações MP/F4M e MP/Leu foi selecionada devido 

a necessidade de um mediador biocompatível e biodegradável para interagir com os 

grupamentos iônicos do AAS e fucoidana. Conforme descrito por Morton e 

colaboradores (2017); Fayon e colaboradores (2016) e Copeland e colaboradores 

(2015) já existem formulações utilizando lisina para via pulmonar aprovados pelo FDA, 

como o aztreonam lisina (AZLI; Cayston®, Gilead Pharmaceuticals®, USA) para 

tratamento de fibrose cística causada por bactérias (COPELAND et al., 2015; FAYON 

et al., 2016; MORTON et al., 2017). 

Estudos pioneiros, como de Christie e colaboradores (1992), assim como de 

Vargas e colaboradores (1992) já haviam relatado a utilização de lisina conjugada ao 

AAS (Lisina - Aspirina) por via pulmonar para diagnóstico de pacientes com 

hipersensibilidade ao AAS (asma induzida por AAS). Embora a asma induzida por 

este fármaco seja um limitante para a via pulmonar, a literatura descreve que mesmo 

pela via oral, pacientes com hipersensibilidade ao AAS podem desenvolver asma e 

não é recomendável a utilização deste medicamento, sendo necessário atenção para 

pacientes que desconhecem a hipersensibilidade (KOWALSKI, 2016; PATEL, 

WICKEMEYER, SEKHSARIA, 2015; RAJAN et al., 2015; ŚWIERCZYŃSKA-KRĘPA 

et al., 2014). 

Em relação às micropartículas contendo L-leucina como adjuvante de secagem 

(MP/Leu), a mesma foi escolhida após extensa pesquisa na literatura. Um dos 

trabalhos mais importantes para a escolha deste foi o de Najafabadi e colaboradores 

(2004), que revelaram a capacidade da leucina seca por aspersão em formar 

partículas ocas de baixa densidade para encapsulação de fármacos e liberação 

pulmonar (NAJAFABADI et al., 2004).  

Outros estudos demonstraram a eficácia deste adjuvante em conjunto com 

diversos fármacos, como Li e colaboradores (2017) que constataram que a L-Leucina 

conseguia manter o sulfato de salbutamol seco por aspersão com menor teor de 

umidade quando comparado ao fármaco livre, ocasionando degradação mais lenta do 

fármaco (LI et al., 2017), auxiliando então na diminuição da hidrólise do AAS; Mangal 

e colaboradores (2018) que desenvolveram formulações secas por aspersão 

utilizando azitromicina em conjunto, com resultados satisfatórios na performance do 

aerossol e um melhor perfil de dissolução quando comparados ao fármaco puro 

(MANGAL et al., 2018) e Otake e colaboradores (2016) que concluíram que a L-
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leucina é capaz de diminuir a força de adesão entre as partículas e aumentar a 

dispersibilidade, independente do dispositivo de inalação utilizado (OTAKE et al., 

2016). 

Para as formulações contendo hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como 

adjuvante (MP/F4M), um trabalho anterior do grupo foi utilizado como referência 

devido à comprovação de suas propriedades biocompatíveis e biodegradáveis e da 

constatação da capacidade deste adjuvante em formar uma matriz polimérica em uma 

formulação pulverulenta contendo micropartículas, levando a liberação controlada do 

fármaco estudado (5-fluorouracil) (ZATTA et al., 2018).  

Adicionalmente, Hussain e colaboradores (2011) sintetizaram o HPMC 

conjugado com o AAS (HPMC-ASP) como um pró-fármaco macromolecular, 

apresentando melhoria nos parâmetros farmacocinéticos observados (HUSSAIN et 

al., 2011). Além disso, como o AAS é pouco solúvel em água, o trabalho de Davis 

(2017) descreve a capacidade deste adjuvante em melhorar a biodisponibilidade de 

fármacos hidrofóbicos pela via oral, evidenciando a escolha deste polímero (DAVIS, 

2017).  

Finalmente, a quitosana, um polímero natural, foi selecionada devido suas 

características catiônicas que poderiam interagir com o fármaco e constituintes da 

formulação, formando então o complexo AAS-quitosana-fucoidana (MP/Ch) e também 

devido às suas propriedades bioadesivas e capacidade de controlar a liberação 

controlada de fármacos (AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA, AMINABHAVI, 2004; CHEN 

et al., 2014; GARCIA-FUENTES & ALONSO, 2012). Adicionalmente, Ajun e 

colaboradores (2009) já haviam descrito nanopartículas de AAS e quitosana com um 

perfil de liberação prolongado pH dependente para tratamento da reestenose (AJUN 

et al., 2009). 

Alguns trabalhos focam-se na utilização de fucoidana e quitosana, como Huang 

e Lam (2011) descrevendo esses dois polissacarídeos para formação de 

nanopartículas sensíveis ao pH para a via oral (HUANG & LAM, 2011), assim como 

Huang e colaboradores (2014); Murakami e colaboradores (2010) e Pinheiro e 

colaboradores (2015) (HUANG et al., 2014; MURAKAMI et al., 2010; PINHEIRO et al., 

2015). 

Tendo em vista a problemática relatada em diversos estudos (BICA et al., 2010; 

VANE & BOTTING, 2003) que corroboram com os resultados obtidos e descritos 
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anteriormente quanto à instabilidade do fármaco AAS em meio aquoso para as 

microcápsulas, o qual, é facilmente hidrolisado a ácido salicílico (AS), buscou-se 

minimizar tal processo pela presença de um agente anti-hidrolítico, como o 

propilenoglicol (MIYAKE et al., 1999), tendo resultados satisfatórios e assim, 

utilizando-o para todas as formulações desenvolvidas. 

As análises morfológicas das formulações revelaram diferentes características 

determinadas pelo adjuvante utilizando. Conforme descrito por Najafabadi e 

colaboradores (2004), a L-Leucina tem capacidade de formar micropartículas com 

poros centrais e superfície rugosa, corroborando com nossos resultados da análise 

morfológica (NAJAFABADI et al., 2004). A formulação MP/F4M revelou morfologia 

irregular com presença de concavidades rugosas, sendo comparável com a 

formulação obtida por Zatta e colaboradores (2018) (ZATTA et al., 2018). Por fim, a 

morfologia totalmente esférica e rugosa para a formulação MP/Ch apresentou-se de 

acordo com estudo desenvolvido por Ubaidulla e colaboradores (2007) (UBAIDULLA 

et al., 2007). 

Em seguida, através da análise de EDS, foi possível perceber pequena 

porcentagem de enxofre, evidenciando a presença de fucoidana nas formulações, 

visto que é o único constituinte que contém esse resíduo, conforme analisado por 

Foley e colaboradores (2011) e Ale e colaboradores (2011) (ALE, MIKKELSEN, 

MEYER, 2011b; FOLEY et al., 2011). 

Nos estudos de estabilidade, apenas a formulação MP/F4M revelou-se com 

baixa degradação do AAS ao longo de 28 dias, apontando diferenças nos estudos de 

Li e colaboradores (2017) e Ajun e colaboradores (2009), os quais desenvolveram 

formulações contendo AAS e L-leucina ou quitosana, respectivamente, onde não foi 

detectada hidrólise do AAS (AJUN et al., 2009; LI et al., 2017). A maior concentração 

de quitosana e a ausência de fucoidana podem estar relacionadas com os resultados 

obtidos nesses estudos. No entanto, a formulação mais promissora (MP/F4M) seguiu 

em concordância com outros estudos utilizando este polímero (DAVIS, 2017; 

HUSSAIN et al., 2017; ZATTA et al., 2018), visto que um dos objetivos foi desenvolver 

uma formulação estável com atividade antiagregante plaquetária relevante após 

diversos dias.  

Adicionalmente, a pureza de pico indicou ausência de impurezas na corrida 

analítica. Sendo assim, a perda de fármaco estaria relacionada com o método de 
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secagem por spray-drying e procedimentos de coleta do pó do equipamento, visto que 

a etapa de screening considerou todas as variáveis possíveis que poderiam estar 

relacionadas. 

Os estudos de liberação in vitro utilizando cápsulas de gelatina dura para a 

formulação MP/F4M geraram grande discussão no grupo, pois foi observado um perfil 

de liberação com repetibilidade comprometida e com demora na dissolução do 

invólucro (cápsula). Sabe-se que essa capsula de gelatina dura não é considerada 

uma barreira nos ensaios de liberação (ANVISA RDC 166/17, USP <1092> e USP 

<711>), com dissolução de seus constituintes em até 10 minutos. Esta confirmação 

não foi constatada em nossos estudos, os quais, apresentaram demora na dissolução 

da cápsula acarretando diferentes resultados para um mesmo ensaio em condições 

idênticas. Além disso, a cristalinidade do AAS pode ter afetado sua liberação das 

cápsulas, ocasionando um falso perfil de liberação sustentada. 

Levando em conta as problemáticas citadas e, de acordo com a literatura, foi 

observado que interações cruzadas covalentes de constituintes da formulação 

MP/F4M, principalmente em relação ao AAS com o material da cápsula de gelatina 

dura, poderiam estar interferindo nos resultados (DIGENIS, GOLD, SHAH, 1994; 

GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; MARQUES, 2014; OFNER et al., 2001; OHARA 

et al., 2005). 

Copley, Son e McConville (2010) comentam sobre a pouca regulamentação ou 

descrição de métodos farmacopeicos para ensaios de dissolução utilizando pós 

inalatórios. Os autores, considerando dados da literatura, concluíram que diversas 

problemáticas com fármacos hidrofóbicos ou pouco solúveis podem ocorrer, refletindo 

em resultados com altos desvios padrões (COPLEY, SON, MCCONVILLE, 2010), 

reforçando os resultados aqui demonstrados para os ensaios utilizando cápsulas de 

gelatina dura. 

Song, Cui e Xie (2011) descreveram a interação cruzada que cápsulas de 

gelatina dura podem promover devido a polimerização da gelatina. Esse processo é 

facilitado pela exposição das cápsulas a altas temperatura e umidade, radiação visível 

e ultravioleta, corantes e aldeídos. Com isso, percebe-se um maior tempo de 

desintegração da cápsula e consequente lentidão na liberação do fármaco. Ainda 

relatam sobre especificações da USP 711, que recomenda a adição de enzimas ou 
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surfactantes no meio, como o lauril sulfato de sódio (do inglês SLS) (SONG, CUI, XIE, 

2011). 

Marchais e colaboradores (2013) de forma análoga, notaram interação cruzada 

entre cápsulas de gelatina dura e carbamazepina utilizando como meios de dissolução 

o fluido gástrico simulado (FGS) e intestinal simulado (FIS). Na tentativa de reverter o 

quadro, enzimas foram adicionadas e observou-se que a utilização das mesmas só é 

justificada para interação cruzada moderada do fármaco com a cápsula. Além disso, 

o tensioativo lauril sulfato de sódio não exibiu resultados satisfatórios (MARCHAIS et 

al., 2003). Nota-se então, que mesmo empregando recomendações internacionais 

(adição de enzimas e/ou surfactantes), o método de liberação utilizando cápsulas é 

muito dependente dos componentes da formulação estudada, revelando a importância 

da criação de um novo método que ultrapasse essas dificuldades. 

Considerando estes achados, fez-se necessário desenvolver um novo método 

para ensaios de liberação utilizando pó coeso, dispensando utilização de cápsulas 

para avaliar o perfil de liberação. Com isso, foi possível observar uma liberação 

sustentada promovida pelo HPMC e a rápida liberação do AAS puro, conforme já 

descritos na literatura (AJUN et al., 2009; ZATTA et al., 2018). 

A característica do HPMC em intumescer reflete diretamente no perfil de 

liberação devido à formação de uma barreira entre fármaco e o meio de dissolução 

(ZATTA et al., 2018).  

Zatta e colaboradores (2018) e Siepmann e Peppas (2012), relataram que esse 

adjuvante, ao entrar em contato com o meio de dissolução ou solução aquosa, sofre 

relaxamento da cadeia polimérica e expansão de volume, caracterizado pelo 

intumescimento, erosão e dissolução do gel formado, levando finalmente, à liberação 

do fármaco (SIEPMANN & PEPPAS, 2012; ZATTA et al., 2018). Ambos trabalhos 

corroboram o perfil de liberação sustentado da formulação do presente trabalho. 

Relacionado com os meios de liberação utilizados, com o intuito de observar o 

perfil das formulações nas vias pulmonar e oral, os fluidos: Pulmonar Simulado (FPS, 

pH 7,4); Lisossomal Artificial (FLA, pH 4,5); Gástrico Simulado (FGS, pH 1,2) e 

Intestinal Simulado (FIS, pH 6,8) foram usados. Por outro lado, o Ringer foi empregado 

por ser uma solução salina para fins de comparação entre os fluidos. Além disso, o 

FLA foi escolhido devido à suas características semelhantes ao fluido que partículas 
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inaladas entram em contato após fagocitose pelos macrófagos nos alvéolos e 

interstício pulmonar (PAI et al., 2015). 

Como o perfil de liberação para o Fluido Intestinal Simulado (FIS) foi diferente 

quando comparado aos outros meios de dissolução, o pH mais básico do fluido em 

conjunto com a pancreatina poderiam estar controlando a dissolução, ocasionando 

uma lenta taxa de liberação devido à modificação na matriz do HPMC, conforme 

descrito por Ford (FORD, 2014). Por fim, a rápida liberação do fármaco no Fluido 

Pulmonar Simulado (FPS) estaria relacionada com a grande concentração de sais no 

fluido, corroborando com achados de Ford (2014). 

Siepmann e Peppas (2012) comentaram sobre a utilização de HPMC em 

sistemas de liberação de fármacos, evidenciando que os modelos matemáticos mais 

simples, como o de Higuchi, precisavam ser modificados para polímeros que 

apresentem características distintas como intumescimento, erosão e dissolução em 

uma única formulação. Sendo assim, no presente estudo, foi possível perceber um 

perfil de liberação de segunda ordem com duas etapas (rápida e lenta) do tipo 

transporte anômalo, tendo como mecanismos governantes a ação da difusão Fickiana 

e do intumescimento e consequente relaxamento das cadeias do HPMC (SIEPMANN 

& PEPPAS, 2012). 

O desempenho aerodinâmico associado aos resultados de diâmetro médio de 

partícula e distribuição granulométrica da formulação MP/F4M revelaram que o pó 

desenvolvido apresentou características desejáveis para administração pela via 

pulmonar, como discutido por diversos autores, os quais, evidenciam que o diâmetro 

de partícula ótimo para esta via é de 1 a 5 µm, além de uma deposição em estágios 

mais profundos do impactador em cascata (DHAND et al., 2014; MORALES et al., 

2017; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013; SMOLA, VANDAMME, SOKOLOWSKI, 2008; 

SULAIMAN et al., 2017; ZELIKIN, EHRHARDT, HEALY, 2016).  

Com isso, foi possível concluir que a formulação deste trabalho, devido suas 

características aerodinâmicas, provavelmente sofre impactação inercial e 

sedimentação gravitacional, tendo capacidade de alcançar os ramos mais profundos 

do pulmão, como os alvéolos e atingir a circulação sistêmica (DHAND et al., 2014; 

MORALES et al., 2017; RUGE, KIRCH, LEHR, 2013). 

Consideração que a mucoadesão é um fenômeno essencial para a retenção da 

formulação na via pulmonar e posterior liberação do fármaco, de forma local ou 
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sistêmica (ZATTA et al., 2018), o ensaio de lavabilidade evidenciou o potencial 

mucoadesivo da MP/F4M à mucosa e provável resistência ao clearence pulmonar. 

Por sua vez, o ensaio de permeação demonstrou uma melhor capacidade de 

permeação da formulação MP/F4M quando comparada ao fármaco livre e a adsorção 

de mucina provou a capacidade do HPMC em interagir com a mucina, já que o esôfago 

suíno exibe essa proteína que também está presente no pulmão de humanos, 

conforme demonstrado por Voynow (2002) e Kim e Lillehoj (2008) (KIM & LILLEHOJ, 

2008; VOYNOW, 2002) 

Essas propriedades mucoadesivas in vitro da formulação corroboram diversos 

estudos que utilizam HPMC em suas formulações, tais como o trabalho de Zatta e 

colaboradores (2018) em formulações para administração pulmonar; por Karavas, 

Georgarakis e Bikiaris (2006) para tratamento oral de complicações cardíacas; Perioli 

e colaboradores (2004) e Nafee e colaboradores (2004) para formulações para 

tratamento bucal; Valenta (2005) para administração vaginal; Llabot, Manzo e 

Allemandi (2002) para tratamento de candidíase oral; Limpongsa e Umprayn (2008) 

para administração transdérmica e por Chowdary e Rao (2003) para microcápsulas 

de glipizida para administração oral (CHOWDARY & RAO, 2003; KARAVAS, 

GEORGARAKIS, BIKIARIS, 2006; LIMPONGSA & UMPRAYN, 2008; MANUEL 

LLABOT, MANZO, ALLEMANDI, 2002; NAFEE et al., 2004; PERIOLI et al., 2004; 

VALENTA, 2005; ZATTA et al., 2018). 

Nos ensaios antihemostáticos in vitro, os de coagulação plasmática 

demonstraram que a fucoidana aumentou o tempo de coagulação para o PT e aPTT 

(concentração de 200 e 25 µg/mL, respectivamente), sendo semelhantes aos 

resultados encontrados por diversos autores (CHURCH et al., 1989; MARAIS & 

JOSELEAU, 2001; LI et al., 2008; ALE, MIKKELSEN, MEYER, 2011b; FOLEY et al., 

2011). Ainda foi possível perceber que a fucoidana apresentou inibição da via 

intrínseca (aPTT) da cascata de coagulação em concentrações menores do que as 

observadas para a via extrínseca (PT). Isso se deve ao seu mecanismo de ação sobre 

inibidores endógenos da trombina (antitrombina III e cofator II da heparina), os quais, 

estão mais relacionados com a via intrínseca, como relatado por Li e colaboradores 

(LI et al., 2017a). 

De forma interessante, a formulação testada para coagulação plasmática na 

concentração de 0,5 mg/mL (33 µg/mL), não apresentou atividade anticoagulante. 
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Dessa forma, é possível perceber que a associação da fucoidana na formulação 

modifica sua atividade anticoagulante, possivelmente devido à interação dos 

grupamentos sulfatos aniônicos da fucoidana com os grupamentos catiônicos da L-

lisina, impedindo assim sua ligação com fatores de coagulação, provavelmente devido 

a impedimento estérico. 

Em relação aos ensaios antiagregantes plaquetários in vitro para a formulação 

MP/F4M, foi observada inibição significativa da agregação plaquetária induzida por 

ácido araquidônico devido ao efeito antiagregante plaquetário do AAS, evidenciando 

presença e atividade deste fármaco na formulação, corroborando com resultados da 

literatura para a atividade do AAS (AWTRY & LOSCALZO, 2000; CASADO-ARROYO, 

SOSTRES, LANAS, 2013; HAYDEN et al., 2002). Além disso, os ensaios de 

agregação refeitos após 28 dias demonstraram a estabilidade da formulação, 

confirmando os estudos de estabilidade do AAS discutidos anteriormente. 

Finalmente, a concentração de fucoidana no pó não induziu agregação 

plaquetária (33 µg/mL). Estudos realizados somente com a fucoidana demonstraram 

que apenas em concentrações acima de 400 µg/mL, a fucoidana extraída da alga 

marrom Ascophyllum nodosum pode ser um agonista da agregação, como já relatado 

por Manne e colaboradores (2013) (MANNE et al., 2013b). 

Nos resultados de hemólise, foi possível perceber que a formulação, em duas 

concentrações diferentes (0,5 e 1 mg/mL) não apresentou atividade hemolítica, 

reforçando o perfil de biocompatibilidade da formulação proposta. 

Com isso, os achados reforçam o objetivo do estudo, visto que a utilização 

concomitante de antitrombóticos que atuam em diferentes proteínas e vias elevam o 

risco de hemorragias conforme exposto por inúmeros autores (CASADO-ARROYO, 

SOSTRES, LANAS, 2013; CRYER & FELDMAN, 1999; HAYDEN et al., 2002; KELLY 

et al., 1996). 

Para os ensaios de adesão plaquetária, sabendo que a PSGL-1 é o receptor 

da P-selectina, como demonstrado em trabalhos clássicos de Pouyani e Seed (1995) 

e Frenette e colaboradores (2000) e que as plaquetas ativadas expressam P-selectina 

(FALATI et al., 2003; FRENETTE et al., 1995, 2000; POUYANI & SEED, 1995), 

percebemos que a fucoidana utilizada apresenta seletividade pela P-selectina, através 

do ensaio de adesão competitiva utilizando PSGL-1, onde concentrações da 

formulação acima de 2,5 mg/mL apresentam seletividade com a P-selectina devido 
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provavelmente à presença de fucoidana suficiente para se ligar à plaquetas ativadas 

expressando P-selectina.  

Esses resultados confirmam a capacidade da formulação em interagir com a P-

selectina expressa em diversos locais, como nas plaquetas ativadas e lesões 

endoteliais que possam acarretar quadros patológicos trombóticos conforme já 

exposto anteriormente. 

Diversos estudos clássicos relatam dificuldade em padronizar a ativação das 

plaquetas dos ratos com ácido araquidônico, onde a concentração utilizada varia de 

10 a 500 mM, (BRYAN SMITH et al., 1974; KULKARNI et al., 2000; SAKATA et al., 

2017; VARGAFTIG, 1978). Como não foi possível ativar as plaquetas dos ratos 

utilizados no presente trabalho com ácido araquidônico, optamos por utilizar o ADP e 

colágeno, que já são relatados na literatura em apresentar modificações na agregação 

após utilização de AAS (ASHIDA, SAKUMA, ABIKO, 1980; HERBERT, BERNAT, 

MAFFRAND, 1993; MAFFRAND et al., 1988; SEUTER, 1976; WANG et al., 2002) 

De forma geral, a agregação plaquetária de ratos induzida por colágeno 

apresenta algumas particularidades, como exposto por Takahashi (1991 e 2000). 

Ambos trabalhos deste autor relatam que há uma agregação reversível e é necessária 

uma concentração muito maior de colágeno para ativar as plaquetas de ratos quando 

comparados às de humano. Mesmo assim, este autor demonstrou ser possível 

rastrear atividade de diferentes fármacos antiagregantes plaquetários através da 

indução por colágeno em ratos (por exemplo, AAS, clopidogrel, ticlopidina) 

(TAKAHASHI, 1991, 2000). 

De forma análoga, o ADP se apresenta como um potente indutor da agregação 

plaquetária em ratos, conforme discutido por Eyre e Gamlin (2010); Wang e King 

(2012) e Cimmino e Golino (2013). Além disso, Takahashi (1991 e 2000), também 

comenta que ratos não apresentam agregação secundária, responsável pela liberação 

do conteúdo granular das plaquetas e a agregação de ratos é facilmente iniciada com 

ADP. Com isso, essa agregação é rápida e se mantém até em pequenas 

concentrações, como relatado em diversos estudos (ASHIDA, SAKUMA, ABIKO, 

1980; KOBAYASHI & DIDISHEIM, 1973; MAFFRAND et al., 1988; TAKAHASHI, 1991, 

2000).  

Em nossos ensaios de agregação plaquetária ex vivo utilizando o ADP, não 

foram observadas diferenças estatísticas relacionados ao perfil antiagregante do AAS, 
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resultado possivelmente relacionado à baixa concentração do fármaco utilizado e a 

potência deste indutor, sendo descrito na literatura a necessidade de uma alta dose 

de AAS para se observar efeitos (HERBERT et al., 1996; KOBAYASHI & DIDISHEIM, 

1973; TOHTI et al., 2006; VARGAFTIG, 1978; WANG et al., 2002). 

Mesmo assim, foram realizados experimentos ex vivo utilizando 3,5 mg/kg de 

AAS puro em diferentes tempos após administração pulmonar (2h, 6h e 24h) e indução 

com ADP para confirmar se o fármaco por si só apresentava modificação no padrão 

de agregação. Assim como a formulação MP/F4M, o AAS puro não teve atividade 

antiagregante plaquetária ex vivo expressiva, corroborando com os achados 

anteriores para a via do ADP. 

O colágeno, devido às problemáticas citadas anteriormente para a via do ácido 

araquidônico (BRYAN SMITH et al., 1974; KULKARNI et al., 2000; SAKATA et al., 

2017; VARGAFTIG, 1978), é o indutor de escolha nos estudos utilizando ratos e AAS, 

conforme pode ser observado em vários estudos (CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al., 

2006; GONZÁLEZ-CORREA et al., 2008; MOLINA et al., 2005), devido principalmente 

a facilidade de observar possíveis alterações na agregação plaquetária após indução 

(SAKATA et al., 2017). 

No presente estudo foram utilizados 3,5 mg/kg de AAS puro, o qual, não 

apresentou atividade ex vivo, corroborando com os trabalhos de Sakata e 

colaboradores (2017), onde apenas concentrações maiores de 30 mg/kg de AAS pela 

via oral apresentam uma atividade expressiva. Além disso, a dose única é relatada na 

literatura como não eficaz em inibir plaquetas de ratos ex vivo, conforme exposto por 

Daykin e colaboradores (2006), que demonstrou que concentrações abaixo de 10 

mg/kg de AAS em uma administração oral não apresentaram atividade antiagregante 

plaquetária e Gonzales-Correa e colaboradores (2008) que utilizaram 2,42 mg/kg 

durante sete dias e Cruz e colaboradores (2002) que utilizaram 10 mg/kg por 3 meses 

(CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al., 2006; GONZÁLEZ-CORREA et al., 2008). 

No entanto, a formulação MP/F4M apresentou atividade nos tempos 2, 4, 6 e 

24 horas após administração única, inferindo que há uma modulação na agregação 

plaquetária ex vivo de ratos com baixas concentrações de AAS, diferindo assim, dos 

resultados da literatura (CRUZ et al., 2002; DAYKIN et al., 2006; GONZÁLEZ-

CORREA et al., 2008). Corroborando esses resultados, Daykin e colaboradores 

(2006), relataram um melhor perfil antiagregante plaquetário quando há associação 
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de fármacos, como AAS e enoxaparina e AAS e clopidogrel pela modulação da 

agregação plaquetária, o que pode estar diretamente relacionado com o AAS e o perfil 

de seletividade da fucoidana. 

Para os ensaios in vivo, através da trombose arterial induzida por cloreto férrico, 

conforme exposto por Wang e Xu (2005) é necessário um ajuste fino da dose de 

cloreto férrico para que o ensaio consiga observar diferenças em ratos tratados 

(WANG & XU, 2005). Sendo assim, conforme exposto por diversos autores, a 

ausência de uma padronização faz que sejam necessários diversos estudos prévios 

até que a concentração de cloreto férrico seja otimizada (ELG, GUSTAFSSON, 

CARLSSON, 1999; LOCKYER & KAMBAYASHI, 1999; SURIN et al., 2010; TANAKA, 

SATO, KURIMOTO, 2000; WANG et al., 2006). Dessa forma, a concentração ótima 

de trabalho neste estudo foi de 20%.  

Com intenção de observar se o AAS puro poderia influenciar no resultado, foi 

administrada por via pulmonar a mesma concentração dos ensaios anteriores (3,5 

mg/kg). Entretanto, tanto o AAS puro quanto a formulação MP/F4M na concentração 

11 mg/kg não apresentaram aumento do tempo para oclusão. 

Ao observar dados na literatura, é possível perceber que a concentração de 

AAS utilizada nos ensaios de trombose arterial é muito maior que 3,5 mg/kg, além de 

alguns apresentarem modificações no tempo de tratamento ou via de administração. 

Isso é relatado no trabalho de Surin e colaboradores (2010), onde utilizaram 30 mg/kg 

de AAS, uma dose por dia, durante três dias; Lockyer e Kambayashi (1999) com 

administração intravenosa de 10, 30 e 100 mg/kg de AAS; Wang e colaboradores 

(2006) com administração intravenosa de 30 e 100 mg/kg de AAS; Tang e 

colaboradores (2003) com administração oral de 30 mg/kg de AAS e Prakash e 

colaboradores (2011) com administração oral de 30 mg/kg de AAS (LOCKYER & 

KAMBAYASHI, 1999; PRAKASH et al., 2011; SURIN et al., 2010; TANG et al., 2003; 

WANG et al., 2006). 

Sendo assim, ao modificarmos o tempo de tratamento, passando de um dia 

para três dias e três doses de 11 mg/kg, percebemos um discreto aumento no tempo 

para oclusão. Logo, foram realizados ensaios adicionais com o máximo de formulação 

(11,5 mg/kg) possível para administração pulmonar em ratos sem causar danos ou 

problemas na respiração, assim como o óbito destes animais. 
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Os resultados foram semelhantes ao AAS por via oral (gavagem), na 

concentração de 10 mg/kg, uma dose por dia durante três dias, inferindo que, além de 

uma administração única apresentar inibição da agregação plaquetária conforme 

demonstrada anteriormente, uma administração mais prolongada (três dias) possui 

semelhante aumento do tempo de oclusão ao AAS gavagem 10 mg/kg, mas em 

concentração 1,5 menor (11,5 mg/kg da formulação MP/F4M para 10 mg/kg do AAS 

puro). 

Como são dados inéditos utilizando administração pulmonar de AAS, não é 

possível precisar um mecanismo para a formulação MP/F4M (11,5 mg/kg) apresentar 

um perfil semelhante ao AAS puro 10 mg/kg por via oral. Contudo, conforme 

mencionando anteriormente, Lefrançais e colaboradores (2017), relataram que 

embora a medula óssea seja importante para a biogênese das plaquetas, o pulmão 

tem grande participação nesse processo, sendo um órgão de produção e distribuição 

de plaquetas (LEFRANÇAIS et al., 2017). 

Sendo assim, a inibição das plaquetas em seu local de biogênese, com uma 

liberação controlada mantendo algum nível de inibição por um longo período (24 horas 

observado no ensaio de agregação ex vivo) pode estar relacionada com esse perfil 

inibitório semelhante a uma alta concentração de AAS por via oral. 

Como apenas os ensaios de uma dose por dia, durante três dias apresentaram 

resultados para trombose arterial, esses grupos foram utilizados no tempo de 

sangramento. Desta forma foi possível perceber que 10 mg/kg de AAS por via 

pulmonar aumentou a quantidade de hemoglobina perdida mesmo sem aumentar o 

tempo para oclusão e 10 mg/kg de AAS por via oral também aumentou a quantidade 

de hemoglobina, mas apresentou resultados na trombose arterial. 

Esse achados corroboram com resultados do aumento de tempo de 

sangramento observado por Stupnisek e colaboradores (2012 - 1 g/kg de AAS por via 

intraperitoneal); Shatoor e colaboradores (2012 - 25 mg/kg de AAS, uma dose por dia 

durante sete dias); Létienne e colaboradores (2010 - 40 mg/kg de AAS por via oral) e 

Bird e colaboradores (2011 - 30 mg/kg de AAS por via intraperitoneal) (BIRD et al., 

2011; LÉTIENNE et al., 2010; SHATOOR et al., 2012; STUPNISEK et al., 2012). De 

forma satisfatória, a formulação MP/F4M não apresentou aumento do tempo de 

sangramento, reforçando seu caráter antitrombótico com diminuição dos efeitos 

hemorrágicos. 
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A literatura relata que o AAS pode causar úlceras hemorrágicas em ratos, mas 

apenas em doses maiores que 100 mg/kg, conforme exposto por Das e Roy (2012) 

que utilizaram 500 mg/kg; Wang e colaboradores (2011) que utilizaram 200 mg/kg e 

Kodela e colaboradores (2015) que utilizaram 180 mg/kg. De forma interessante, 

Raghavendran e colaboradores (2011) utilizaram 400 mg/kg de AAS por via oral e 

perceberam que o dano na mucosa gástrica foi prevenido pela utilização de 0,02 g/kg 

de fucoidana (DAS & ROY, 2012; KODELA et al., 2015; RAGHAVENDRAN, 

SRINIVASAN, REKHA, 2011; WANG et al., 2011). 

Como as doses de AAS (3,5 mg/kg e 10 mg/kg) estão muito abaixo do reportado 

na literatura, a análise histopatológica do estômago e intestino confirma a ausência 

de úlceras hemorrágicas, estando em concordância com os trabalhos apresentados. 

Para a análise do coração, fígado e rim, não foi observada nenhuma 

modificação estrutural ou presença de células inflamatórias, confirmando a 

biocompatibilidade da formulação.  

Já em relação ao pulmão, não há relato na literatura dos efeitos que a 

administração do AAS em um pulmão saudável possa acarretar, se tratando assim, 

de uma avaliação inédita. Para a avaliação do pulmão dos animais que receberam 

AAS pela via pulmonar, foi possível perceber áreas de espessamento do septo 

alveolar e presença de células inflamatórias, com resultados semelhantes expostos 

por Santos, Silva e Polacow (2013) com utilização de bleomicina de forma 

intratraqueal, que é capaz de induzir inflamação e espessamento de septo 

interalveolar (SANTOS et al., 2013). 

Em contrapartida, quando utilizada a formulação MP/F4M, não houve essas 

modificações estruturais no pulmão levando a crer que a formulação apresenta um 

efeito protetor frente aos danos causados pelo AAS. Para fins de comparação, um 

animal que morreu após administração de 10 mg/kg de AAS foi analisado, percebendo 

que o acúmulo de AAS acentuou os efeitos deletérios no pulmão deste animal, o 

levando a óbito. 

Sendo assim, esses resultados evidenciam a possível aplicabilidade da 

formulação desenvolvida (MP/F4M) para a administração por via pulmonar, com 

parâmetros físico-químicos interessantes, além de uma grande estabilidade da 

formulação, perfil mucoadesivo positivo para tratamento pulmonar, com liberação 
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controlada, confirmando a potencialidade desta formulação para tratamento de 

quadros trombóticos, com diminuição do potencial hemorrágico.
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7 CONCLUSÃO  

- Foi desenvolvida uma formulação por secagem por aspersão baseada em 

micropartículas contendo AAS, fucoidana, L-lisina e HPMC. 

- As características físico-químicas da formulação apresentaram-se adequadas 

à via pulmonar, indicando potencial capacidade de administração por esta via e de 

deposição nas regiões mais profundas do pulmão. 

- O perfil de liberação in vitro resultou em uma liberação prolongada do fármaco 

e o potencial mucoadesivo demonstrou propriedades bioadesivas necessárias para 

um aumento do tempo de permanência no pulmão com possível ação local e/ ou 

sistêmica. 

- Os ensaios antihemostáticos in vitro evidenciaram a aplicabilidade desta 

formulação para tratamento de quadros trombóticos. 

- Os ensaios antitrombóticos ex vivo demonstraram um perfil de atividade 

durante diversos tempos (2, 4, 6 e 24 horas após única dose). 

- Os ensaios antitrombóticos in vivo corroboraram aumento do tempo de 

oclusão utilizando a formulação com concentração de AAS aproximadamente três 

vezes menor do que o AAS puro. 

- Os ensaios de potencial hemorrágico comprovaram aumento do tempo de 

sangramento para o AAS puro, mas não para a formulação desenvolvida. 

- Os estudos in vivo demonstraram que formulação administrada por via 

pulmonar garantiu a manutenção da arquitetura dos órgãos e ausência de hemorragia, 

hiperemia ou inflamação, de forma diferente ao AAS puro pulmonar que apresentou 

espessamento do septo alveolar com presença de células inflamatórias no pulmão. 

- Considerando estes achados, pode-se afirmar que a formulação se 

apresentou como forte candidata a tratamento de quadros trombóticos pela via 

pulmonar, com resultados favoráveis de estabilidade, de liberação prolongada e 

manutenção da inibição da agregação plaquetária por um longo período, seletividade 

para P-selectina, sem ocasionar quadros de hemorragia ou danos nos órgãos em um 

curto tratamento. 
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR 

 FORMULAÇÕES PULVERULENTAS 

 Validação do método analítico para quantificação do ácido acetilsalicílico 

(AAS) e ácido salicílico (AS) nas micropartículas (MP) 

O método analítico por HPLC-UV foi validado considerando os seguintes 

parâmetros para o fármaco AAS e seu principal produto de hidrólise (AS): 

– Linearidade: três curvas de calibração foram construídas a partir de diluições 

de uma solução mãe do AAS (pontos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 µg/mL) ou AS (0,24, 0,48, 

1, 2, 5, 10, 20 e 30 µg/mL) em balão volumétrico de 25mL contendo acetonitrila: água 

+ propilenoglicol 2% (50: 50 – v/ v) seguido de sonicação por 60 minutos. A equação 

de calibração obtida pela média dos pontos foi utilizada para determinação da 

concentração de AAS/AS por grama de pó (Figura 63 e 64), 

 
Figura 63 – Curva de calibração linear e equação da reta obtidas para quantificação 
do fármaco AAS (ácido acetilsalicílico) nas micropartículas (MP) (n = 3). 
 

 
Figura 64 – Curva de calibração linear e equação da reta obtidas para quantificação 
do fármaco AS (ácido salicílico) nas micropartículas (MP) (n = 3). 
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– Seletividade: determinada pela avaliação do tempo de retenção do AAS ou 

AS em relação à formulação com todos os constituintes (branco), onde não foi 

observado interferência (Figura 65). 

– Precisão repetibilidade: Seis réplicas de 30 µg/mL e 2 µg/mL (AAS e AS, 

respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas 

condições de operação, mesmo analista e instrumentação em uma única corrida 

analítica (Tabela 15 e 16). 

 
Figura 65 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto médio (10 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Ringer. 

 

AAS 

AS 
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Tabela 15 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas utilizando 
parâmetros iguais em uma corrida analítica. 

Concentração AAS (µg/mL) 
29,8 29,6 30,0 29,4 29,9 30,3 

Média 29,83 DP 0,31 DPR 1,05 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 
Tabela 16 – Concentrações de ácido salicílico (AS) obtidas utilizando parâmetros 
iguais em uma corrida analítica. 

Concentração AS (µg/mL) 
1,89 1,92 1,95 1,99 2,01 2,00 

Média 1,96 DP 0,05 DPR 2,46 

Abreviaturas: AS = ácido salicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 

– Precisão intermediária: Seis réplicas de 30 µg/mL e 2 µg/mL (AAS e AS, 

respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas 

condições de operação, diferente analista e corrida analítica em dias diferentes 

(Tabela 17 e 18). 

Tabela 17 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas. 

Concentração AAS (µg/mL) 
28,9 29,8 30,2 29,8 29,7 30,0 

Média 29,73 DP 0,45 DPR 1,50 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 
Tabela 18 – Concentrações de ácido salicílico (AS) obtidas. 

Concentração AS (µg/mL) 
1,92 1,95 1,90 2,03 2,00 1,99 

Média 1,97 DP 0,05 DPR 2,55 

Abreviaturas: AS = ácido salicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 

– Limite de quantificação (LQ) e detecção (LD): calculados considerando a 

média do valor do coeficiente angular “a” das equações de calibração e a média do 

valor do intercepto “b” das equações de calibração (n = 3), onde: 

• LQAAS: 1,387 µg/mL 

• LDAAS: 0,523 µg mL 

• LQAS: 0,159 µg/mL 

• LDAS: 0,045 µg/mL 
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 Validação do método para quantificação da fucoidana nas micropartículas 

A validação levou em conta linearidade, seletividade, precisão repetibilidade e 

precisão intermediária. 

– Linearidade: três curvas de calibração foram construídas utilizando os pontos 

1, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e 20 µg/mL, obtidos a partir de diluições de uma solução 

mãe da fucoidana em frasco âmbar contendo 50 mL de água ultrapura. A equação de 

calibração obtida pela média dos pontos foi utilizada para determinação da 

concentração de fucoidana por grama de pó (Figura 66). 

 
Figura 66 – Curva de calibração linear e equação da reta obtidas para quantificação 
da fucoidana para micropartículas (MP) (n = 3). 

– Seletividade: determinada pela avaliação da absorbância do reagente DMMB 

com todos os constituintes, sem a fucoidana. A absorbância observada foi igual a zero 

para a triplicata. 

– Precisão repetibilidade: Seis réplicas de 10 µg/mL individualmente 

preparadas foram analisadas sob mesmas condições de operação, mesmo analista e 

instrumentação em um único ensaio (Tabela 19). 

 

Tabela 19 – Concentrações fucoidana obtida utilizando parâmetros iguais em um 
único ensaio. 

Concentração fucoidana (µg/mL) 
10,13 9,81 9,91 10,02 9,91 9,81 

Média 9,93 DP 0,13 DPR 1,27 

Abreviaturas: DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão relativo. 
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– Precisão intermediária: Seis réplicas de 10 µg/mL individualmente preparadas 

foram analisadas sob mesmas condições de operação, diferente analista e em dias 

diferentes (Tabela 20). 

Tabela 20 – Concentrações fucoidana obtida utilizando parâmetros iguais com 
diferente analista e dias diferentes. 

Concentração fucoidana (µg/mL) 
9,91 10,02 9,91 10,24 9,59 10,13 

Média 9,97 DP 0,22 DPR 2,24 

Abreviaturas: DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão relativo. 

 PERFIS DE LIBERAÇÃO IN VITRO 

 Validação do método analítico para quantificação do ácido acetilsalicílico 

(AAS) e ácido salicílico (AS) nas micropartículas (MP) submetidas ao ensaio de 

liberação in vitro 

O método analítico HPLC-UV foi validado considerando os seguintes 

parâmetros para o fármaco AAS e seu principal constituinte após hidrólise (AS) nos 

meios Ringer; Fluido Pulmonar Simulado (FPS); Fluido Lisossomal Artificial (FLA); 

Fluido Gástrico Simulado (FGS) e Fluido Intestinal Simulado (FIS). 

– Linearidade: três curvas de calibração foram construídas a partir de uma 

solução mãe do AAS (pontos 0,5, 1, 5, 10, 20, 30 e 40) e AS (pontos 0,5; 1; 2,5; 5; 10 

e 20 µg/mL) em balão volumétrico de 25mL contendo acetonitrila: água + 

propilenoglicol 2% (50: 50 – v/ v) seguido de sonicação por 60 minutos com 

subsequentes diluições em balão de 5mL contendo o meio de escolha. A equação de 

calibração obtida pela média dos pontos foi utilizada para cálculo da porcentagem de 

AAS liberado e hidrolisado (AS) (Tabela 21 e 22). 

Tabela 21 – Equação da reta e r² obtidas para quantificação do fármaco AAS (ácido 
acetilsalicílico) liberado em diferentes meios (n = 3). 

Ácido acetilsalicílico (AAS) 

Meio Equação da reta r² 

Ringer y = 19088x – 6676,9 0,9993 
Fluido pulmonar simulado y = 16542x - 6447,9 0,9987 
Fluido lisossomal artificial y = 14633x + 1686,3 0,9995 
Fluido gástrico simulado y = 15728x - 799,6 0,9995 
Fluido intestinal simulado y = 15882x - 4381,6 0,999 
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Tabela 22 – Equação da reta e r² obtidas para quantificação do AS (ácido salicílico) 
liberado em diferentes meios (n = 3). 

Ácido salicílico (AS) 

Meio Equação da reta r² 

Ringer y = 41549x - 291,98 0,9998 
Fluido pulmonar simulado y = 32800x + 2465,6 0,9997 
Fluido lisossomal artificial y = 40715x - 1859,3 0,9995 
Fluido gástrico simulado y = 33811x - 2538,9 0,9987 
Fluido intestinal simulado y = 32688x + 525 1 

 

– Seletividade: determinada pela avaliação do tempo de retenção do AAS ou 

AS puro em relação à formulação com todos os constituintes nos meios utilizados, 

onde não foi observado interferência (Ringer - Figura 67; Fluido pulmonar simulado – 

Figura 68; Fluido lisossomal artificial - Figura 69; Fluido gástrico simulado - Figura 

70 e Fluido intestinal simulado - Figura 71). 
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Figura 67 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto médio (10 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Ringer. 

AAS 

AS 
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Figura 68 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto médio (10 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Fluido pulmonar simulado (FPS). 

AAS 

AS 
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Figura 69 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto médio (10 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Fluido lisosomal artificial (ALF). 

AS 

AAS 
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Figura 70 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto inicial (0,5 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Fluido gástrico simulado (FGS). 

AS 

AAS 
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Figura 71 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto inicial (0,5 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) e do ácido 
salicílico (C) em Fluido intestinal simulado (FIS). 

AAS 

AS 
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– Precisão repetibilidade: Seis réplicas de 10 µg/mL e 2,5 µg/mL (AAS e AS, 

respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas 

condições de operação, mesmo analista e instrumentação em uma única corrida 

analítica (Tabela 23 e 24). 

Tabela 23 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas utilizando 
parâmetros iguais em uma corrida analítica. 

Concentração AAS (µg/mL) 

Ringer 9,97 9,86 9,93 10,01 10,02 9,95 

Média 9,96 DP 0,06 DPR 0,59 

Fluido pulmonar simulado 9,98 9,90 9,95 10,00 10,10 9,98 

Média 9,99 DP 0,07 DPR 0,66 

Fluido lisossomal artificial 9,89 9,99 10,20 9,86 9,97 10,20 

Média 10,02 DP 0,15 DPR 1,49 

Fluido gástrico simulado 9,99 9,85 9,86 9,85 10,00 9,87 

Média 9,90 DP 0,07 DPR 0,72 

Fluido intestinal simulado 10,01 9,89 9,99 9,84 9,87 9,76 

Média 9,89 DP 0,09 DPR 0,95 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 
Tabela 24 – Concentrações de ácido salicílico (AS) obtidas utilizando parâmetros 
iguais em uma corrida analítica. 

Concentração AS (µg/mL) 

Ringer 2,50 2,46 2,45 2,56 2,47 2,36 

Média 2,47 DP 0,07 DPR 2,66 

Fluido pulmonar simulado 2,45 2,52 2,49 2,46 2,51 2,50 

Média 2,49 DP 0,03 DPR 1,12 

Fluido lisossomal artificial 2,48 2,50 2,46 2,55 2,52 2,46 

Média 2,50 DP 0,04 DPR 1,43 

Fluido gástrico simulado 2,52 2,51 2,46 2,48 2,48 2,48 

Média 2,49 DP 0,02 DPR 0,88 

Fluido intestinal simulado 2,49 2,49 2,48 2,46 2,52 2,49 

Média 2,49 DP 0,02 DPR 0,78 

Abreviaturas: AS = ácido salicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 

 

– Precisão intermediária: Seis réplicas de 10 µg/mL e 2,5 µg/mL (AAS e AS, 

respectivamente) individualmente preparadas foram analisadas sob mesmas 

condições de operação, diferente analista e em dias diferentes (Tabela 25 e 26). 

 

 

Tabela 25 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas. 

Concentração AAS (µg/mL) 

Ringer 9,89 9,99 10,00 9,98 9,99 9,80 
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Média 9,86 DP 0,08 DPR 0,81 

Fluido pulmonar simulado 9,89 9,91 10,20 10,10 9,95 9,87 

Média 9,99 DP 0,13 DPR 1,33 

Fluido lisossomal artificial 9,99 9,97 9,98 10,00 9,86 9,75 

Média 9,93 DP 0,10 DPR 1,01 

Fluido gástrico simulado 10,20 10,00 9,87 9,56 9,62 9,89 

Média 9,86 DP 0,24 DPR 2,42 

Fluido intestinal simulado 9,76 10,20 9,84 9,99 10,10 9,95 

Média 9,97 DP 0,16 DPR 1,63 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 
Tabela 26 – Concentrações de ácido salicílico (AS) obtidas. 

Concentração AS (µg/mL) 

Ringer 2,49 2,50 2,51 2,54 2,44 2,46 

Média 2,49 DP 0,04 DPR 1,44 

Fluido pulmonar simulado 2,46 2,46 2,53 2,47 2,59 2,46 

Média 2,50 DP 0,05 DPR 2,16 

Fluido lisossomal artificial 2,50 2,50 2,46 2,52 2,39 2,48 

Média 2,48 DP 0,05 DPR 1,87 

Fluido gástrico simulado 2,51 2,46 2,48 2,53 2,44 2,48 

Média 2,48 DP 0,03 DPR 1,32 

Fluido intestinal simulado 2,52 2,51 2,45 2,42 2,53 2,50 

Média 2,49 DP 0,04 DPR 1,75 

Abreviaturas: AS = ácido salicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 

– Limite de quantificação (LQ) e detecção (LD): calculados considerando a 

média do valor do coeficiente angular “a” das equações de calibração e a média do 

valor do intercepto “b” das equações de calibração (n = 3) (Tabela 27):  

Tabela 27 – Limite de quantificação e detecção obtidos em diferentes meios. 

 Ácido acetilsalicílico 
(AAS) 

Ácido salicílico (AS) 

Meio LQ µg/mL  LD µg/mL LQ µg/mL LD µg/mL 

Ringer 1,446 0,434  0,130 0,039 
Fluido pulmonar simulado 1,382 0,415  0,814 0,244 
Fluido lisossomal artificial 1,833 0,850  1,265 0,380 
Fluido gástrico simulado 0,609 0,183  1,516 0,455 
Fluido intestinal simulado 1,600 0,480  0,266 0,080 

Abreviaturas: LQ = Limite de quantificação e LD = Limite de detecção. 
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 CARACTERIZAÇÃO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS IN VITRO 

 Validação do método analítico para quantificação do ácido acetilsalicílico 

(AAS) nas micropartículas (MP) submetidas ao perfil de lavabilidade em mucosa 

esofágica de suíno e no ensaio de permeação 

A extração seguiu o método previamente descrito para a formulação MP/F4M 

em meio FPS. Para a quantificação do que ficou retido na mucosa, o método analítico 

por HPLC-UV foi validado considerando os seguintes parâmetros para o fármaco AAS: 

– Linearidade: uma curva de calibração foi construída a partir de diluições de 

uma solução mãe do AAS (pontos 20, 30, 50, 60 e 80 µg/mL). Uma alíquota da solução 

mãe referente a diluição requerida foi pipetada sobre a mucosa picada, em tubo falcon 

e mantida em repouso durante 30 minutos. Após este período, foi adicionado 3 mL do 

meio extrator (FPS). As amostras foram submetidas a agitação por vortex (2 minutos), 

seguida de sonicação por ultrassom (40 minutos; 40°C) (Figura 72). 

 
Figura 72 – Curva de calibração linear e equação da reta obtidas para quantificação 
do fármaco AAS (ácido acetilsalicílico) na mucosa esofágica de suíno (n = 3). 

– Seletividade: determinada pela avaliação do tempo de retenção do AAS em 

relação à formulação com todos os constituintes em pele de esôfago suíno, onde não 

foi observado interferência (Figura 73). 
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Figura 73 – Cromatograma da formulação branca (A) na mesma concentração do 
ponto médio (10 µg/mL) da curva de calibração do ácido acetilsalicílico (B) em meio 
extrator FPS. 

 
– Precisão repetibilidade: Seis réplicas de 30 µg/mL do AAS individualmente 

preparadas foram analisadas sob mesmas condições de operação, mesmo analista e 

instrumentação em uma única corrida analítica (Tabela 28). 

 

Tabela 28 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas utilizando 
parâmetros iguais em uma corrida analítica. 

Concentração AAS (µg/mL) 
29,5 29,1 30,2 28,9 29,3 28,9 

Média 29,32 DP 0,49 DPR 1,68 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 

AAS 

AS 
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– Precisão intermediária: Seis réplicas de 30 µg/mL do AAS individualmente 

preparadas foram analisadas sob mesmas condições de operação, diferente analista 

e corrida analítica em dias diferentes (Tabela 29). 

Tabela 29 – Concentrações de ácido acetilsalicílico (AAS) obtidas. 

Concentração AAS (µg/mL) 
29,4 30,5 28,5 28,6 29,0 31,2 

Média 29,53 DP 1,09 DPR 3,69 

Abreviaturas: AAS = ácido acetilsalicílico; DP = Desvio padrão; DPR = Desvio padrão 
relativo. 
 

– Limite de quantificação (LQ) e detecção (LD): calculados considerando a 

média do valor do coeficiente angular “a” das equações de calibração e a média do 

valor do intercepto “b” das equações de calibração (n = 3), onde: 

• LQAAS: 3,044 µg/mL 

• LDAAS: 0,913 µg/mL 

 ENSAIOS ANTIHEMOSTÁTICOS IN VITRO 

 Curva de calibração de plaquetas para ensaio de adesão plaquetária in 

vitro 

A curva de calibração foi obtida através de PRP obtido de três doadores 

diferentes (n = 3), lendo em câmara de Neubauer e utilizando seis concentrações de 

plaquetas a partir de uma solução mãe (SM = proporção 1 de PRP para 5 de Tyrode 

de ressuspensão) para construção do gráfico, conforme discriminado abaixo: 

i. Ponto 1: (88600 ou 8,8 x 104 células/µL) – 2 µL SM + 98 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 

ii. Ponto 2: (443000 ou 4,4 x 105 células/µL) – 10 µL SM + 90 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 

iii. Ponto 3: (886000 ou 8,7 x 105 células/µL) – 20 µL SM + 80 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 

iv. Ponto 4: (1772000 ou 1.8 x 106 células/µL) – 40 µL SM + 60 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 

v. Ponto 5: (2658000 ou 2,7 x 106 células/µL) – 60 µL SM + 40 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 

vi. Ponto 6: (3554000 ou 3,6 x 106 células/µL) – 80 µL SM + 20 µL de 

Tyrode de ressuspensão. 
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Ao final, foi adicionado 100 µL do Tampão Citrato com p-nitropefil e Triton X-

100, incubando por uma hora em condições ambiente. Em seguida, a reação foi 

parada com 50 µL de NaOH 2M e a absorbância lida com auxílio de espectrofotômetro 

a 405 nm (Figura 74). 

 
Figura 74 – Curva de calibração linear e equação da reta obtidas para quantidade de 
plaquetas no poço versus absorbância a 405 nm (n = 3). 
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9 APÊNDICE 

 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(TCLE) 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Títulos do Projeto: Desenvolvimento e caracterização de micropartículas contendo 
AAS associado a fucoidana por spray-drying para administração pulmonar 
 
Pesquisador Responsável: Prof. Dr. Plínio Cunha Sathler 
 
Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Laboratório de Tecnologia 
Industrial Farmacêutica (LabTIF – UFRJ) 
 
Nome do voluntário: _______________________________ 
Idade: __________ RG ou CPF: ___________________ 
Email: __________________________________________ 
Telefone para contato: ______________________________ 
Teria interesse em participar do nosso banco de dados? (  ) SIM (  ) NÃO 
 

O Sr(ª) está sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa 
“Desenvolvimento e caracterização de micropartículas contendo ácido acetilsalicílico 
associado à fucoidana produzidas por spray-drying para administração pulmonar”, 
conduzida pelo Laboratório de Tecnologia Industrial Farmacêutica (LabHex – UFRJ). 

Este estudo tem como alvo testar e entender a atividade de formulações de 
micropartículas no sistema hemostático (coagulação sanguínea e agregação 
plaquetária), com o objetivo de identificar características moleculares importantes para 
um potencial medicamento para tratamento de quadros trombóticos primários e 
secundários. 

O seu sangue será colhido seguindo estritamente as normas de biossegurança 
(agulhas, luvas e materiais descartáveis) em tubos de coleta contendo um 
anticoagulante para armazenamento sem que haja formação de um coágulo. Este 
procedimento de coleta de sangue pode causar um ligeiro desconforto. O tubo 
contendo o seu sangue será destinado exclusivamente para ensaios realizados pelo 
nosso laboratório onde testaremos formulações de micropartículas para verificar como 
eles atuam no sistema hemostático.  

Após essas informações o(a) senhor(a) concorda voluntariamente em participar 
do projeto, ciente que poderá retirar a sua autorização a qualquer momento, sem 
prejuízo algum para minha, ou sua relação com o LabHex-UFRJ ou mesmo para a 
pesquisa em si. Será mantido caráter confidencial dos seus dados pessoais e que, se 
os resultados dos testes gerarem informações importantes para todos que atuem com 
estes estudos, estas informações estarão autorizadas a ser apresentadas em 
congressos nacionais e internacionais e em publicações especializadas. 
Eu,____________________________________________, RG ou CPF 
__________________declaro ter sido informado sobre os detalhes desta pesquisa, 
seus riscos e benefícios e concordo em participar voluntariamente do projeto de 
pesquisa acima descrito, doando ao LabHex, minha amostra de sangue. 
 
Rio de Janeiro,____de___________de_____ 
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10 ANEXOS 

 PARECER COMITÊ DE ÉTICA ANIMAL APROVADO 

 
  



198 

 

 MÉTODO DE DISSOLUÇÃO DE PÓS E APARATO DISSOLUTOR 

Solicitação de depósito de patente sob número BR1020180090933 pela 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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 MICROPARTÍCULA, COMPOSIÇÃO FARMACÊUTICA, PROCESSO DE 
PREPARAÇÃO DE MICROPARTÍCULA E USO DA COMPOSIÇÃO 

Solicitação de depósito de patente sob número BR1020190157356 pela 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Algumas partes foram omitidas pois 

aparecem no texto da tese. 
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O artigo apresenta algumas referências suprimidas pois são as mesmas 
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