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RESUMO

Objetivos:  Desenvolver e caracterizar hidrogéis de quitosana contendo
capsaicinéides nanoencapsulados, bem como analisar o efeito das nanocapsulas e
do veiculo nos perfis de liberagdo dos capsaicindides. Metodologia: As
nanocapsulas foram obtidas (método de deposicdo interfacial do polimero preé-
formado) utilizando Eudragit® RS100 e triglicerideos do acido caprico/caprilico como
parede polimérica e nucleo oleoso, respectivamente, e foram caracterizadas. Para
determinacao do teor e da taxa de associacdo da capsaicina e dihidrocapsaicina as
nanocapsulas utilizou-se metodologia validada por CLAE-UV. As nanocapsulas
contendo capsaicinoides foram incorporadas em hidrogel de quitosana. Para tanto,
determinaram-se previamente as caracteristicas reoldgicas e o hidrogel ideal para
uso topico. Atraves dos estudos de liberag&o in vitro, utilizando método de saco de
dialise, foram obtidos os perfis de liberacdo dos farmacos a partir das nanocapsulas
e destas incorporadas no veiculo semissolido. Resultados e Discussdao: As
nanocapsulas apresentaram diametro médio de particula de 153 = 7nm (PDI < 0,2),
potencial zeta de + 9,62 £ 1,48 mV, pH de 5,7 £ 0,1 e uma leve tendéncia a
sedimentacao, tipica de suspensfes. A nanoencapsulacdo dos capsaicindides néo
provocou alteracdes nas caracteristicas da formulagcdo. O teor e a taxa de
associacdo foram proximos a 100% para ambos capsaicindides, considerando
concentracdo de 0,5mg/mL de capsaicinoides na formulagéo. Foi possivel obter um
hidrogel de quitosana contendo nanocapsulas adequado para uso topico.
Previamente, observou-se uma grande influéncia da concentragdo de quitosana na
consisténcia dos hidrogéis e um comportamento reoldgico pseudoplastico que néo
foi alterado pela adicdo das nanocapsulas. Observou-se uma liberacdo controlada
devido a nanoencapsulacdo, de modo que dihidrocapsaicina foi liberada mais
lentamente do que a capsaicina. Pode-se observar um retardo na liberacdo da
capsaicina, quando as nanocapsulas foram incorporadas no hidrogel. Conclusdes:
Nanocapsulas estaveis e capazes de controlar a liberacdo dos capsaicindides foram
obtidas, sendo que tanto o nucleo oleoso quanto o polimero sédo responsaveis pelo
controle da liberagdo. A formulagdo semissélida contendo nanocapsulas, obtida a
partir do polimero quitosana, manteve a liberacdo controlada observada e
apresentou adequadas caracteristicas para aplicacao topica.

Palavras chave: Capsaicinoides, nanocépsulas, quitosana, reologia, liberacdo in

vitro.






ABSTRACT
Incorporation of nanocapsules containing capsaicino ids in chitosan hydrogels

intended for topical delivery: characterization and in vitro release study.

Purpose: To develop and characterize chitosan hydrogels containing
nanoencapsulated capsaicin and dihydrocapsaicin, as well as to analyze the effect of
the nanocapsulation and the vehicle on the in vitro release of the capsaicinoids.
Methodology: Nanocapsules were obtained (interfacial deposition of the pre-formed
polymer method) using Eudragit® RS100 and capric/caprylic triglycerids as the
polymeric shell and oily core, respectively, and they were characterized. An HPLC-
UV validated method was used to determine the drug content and drug
encapsulation efficiency. The nanocapsules containing capsaicinoids were
incorporated in a chitosan hydrogel. Previously, the rheological properties and the
most suitable hydrogel aiming the topical delivery were determined. By means of in
vitro release experiments (dialyses bags), the release profiles of the capsaicinoids
from the nanocapsules and the gel containing nanocapsules were obtained. Results
and Discussion: The nanocapsule formulation presented an average diameter of
153 = 7nm (PDI < 0.2), the zeta potential was +9.62 + 1.48 mV, and the pH 5.7+ 0.1.
A slight tendency to sedimentation was observed, typical of suspensions. The drug
encapsulation did not alter the formulation properties. The drug content and
encapsulation efficiency were nearly 100% for both capsaicinoids, considering a drug
amout of 0.5mg/mL of capsaicinoids in the formulation. A chitosan hydrogel
containing nanocapsules were successfully obtanined. The chitosan concentration
significantly influenced the consistence of the formulations, and the pseudoplastic
behavior did not change after the nanocapsule incorporation. A controlled release
was observed due to nanoencapsulation, in a way that capsaicin released faster than
dihydrocapsaicin. The release of capsaicin from the hydrogel containing
nanocapsules presented a delay in comparison with the release from the
nanocapsule suspension. Conclusions: Stable nanocapsules capable of controlling
the capsaicinoids release were obtained. Both the oily core and the polymeric shell
are responsible for the controlled release. The semi-solid formulation containing
nanocapsules obtained with the polymer chitosan maintained the controlled release
and presented suitable properties for cutaneous applications.

Keywords: Capsaicinoids, nanocapsules, chitosan, rheology, in vitro release.
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A quitina é o segundo biopolimero mais abundante no planeta, sendo que o
exoesqueleto dos crustaceos marinhos é a sua principal fonte industrial (VARUM e
SMIDSRgD, 2005). Quando o grau de desacetilagdo alcalina da quitina alcanga 50%
ou mais, ela se torna soluvel em meio aquoso acido e € chamada de quitosana. A
quitosana € o Unico polimero pseudonatural catibnico e apresenta importantes
propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioadesividade. Ha um
crescente interesse por este biopolimero em diversas areas de pesquisa,
principalmente a de tecnologia farmacéutica (RAVI KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).
A interligacdo entre as cadeias da quitosana permite a obtencao de hidrogéis. Estas
formulagBes semissolidas apresentam diversas aplicacdes na area farmacéutica,
para diferentes vias de administracdo, como liberacdo controlada de farmacos
através da via oral, nasal e intramuscular. Devido a suas interessantes propriedades
como formacédo de filme, potencial bacteriostatico, promotor de regeneracao da pele
e promotor da permeacédo cutanea, tais hidrogéis apresentam grande potencialidade
para aplicacdo sobre a pele e as mucosas (BERGER et al., 2004%, BERGER et al;
2004Y).

As nanoparticulas, particulas com tamanho menor que 1um, apresentam uma
enorme potencialidade que justificam sua aplicacdo tanto no uso de ativos de
aplicacdo cutanea quanto para outras vias de administracdo de farmacos.
Considerando a via topica, podem ser citadas vantagens como a diminuicdo da
irritacdo e alergenicidade cutanea, da fotoinstabilidade e da oxidacdo do farmaco,
bem como a possivel diminuicdo de odores desagradaveis. A liberacdo controlada
pode diminuir a necessidade de repetidas aplicacbes, bem como aumentar a
quantidade de farmaco disponivel no local de a¢do desejado (GUTERRES et al.,
2007).

A incorporacao de sistemas de liberacdo controlada nanoparticulados em
hidrogéis de quitosana visando a aplicagédo tépica € de grande potencialidade, pois
representa uma associacao inovadora e promissora, conjugando as vantagens dos
dois sistemas. O hidrogel de quitosana, devido a sua capacidade de formacéo de
filme e sua bioadesividade, garante uma liberagdo homogénea e sem perdas do
farmaco. As nanocédpsulas, por sua vez, garantem uma liberagdo controlada e

prolongada, além de promover protecdo a farmacos labeis (SHAFFAZICK et al.,
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2003; VALENTA e AUNER, 2004). Este trabalho visa a incorporacdo de
nanocapsulas contendo farmaco analgésico local utilizado topicamente para
tratamento de dores cronicas, a capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida)

em um hidrogel de quitosana, bem como a caracterizagéo do sistema obtido.

Apés aplicacdes repetidas da capsaicina na pele, o local apresenta
diminuicdo da sensibilidade e blogueio a estimulos dolorosos, resultando em
dessensibilizacdo ou leséo irreversivel da fibra, dependendo das doses e da duracao
da exposicdo (KNOTKOVA et al., 2008). A substancia em questdo se encontra
comercialmente disponivel na forma de uma mistura de capsaicinodides, sendo que
90% do total é composto de capsaicina e dihidrocapsaicina. Ambos possuem acao
analgésica topica. A incorporacdo destes farmacos em nanocapsulas se apresenta
potencialmente viavel devido ao fato de serem substancias lipofilicas empregadas
em doses baixas. Além disso, uma liberacdo controlada destes farmacos no local de
acdo € desejada, visto que os mesmos podem provocar irritacdo e sensacao de
gueimacédo na pele e sdo necessarias aplicagcdes numerosas para o efeito desejado
(BARCELOUX, 2008; HAYMAN e KAM, 2008). Nanocapsulas de capsaicina em
suspensdes aquosas foram previamente obtidas por métodos de coacervacdo
simples e complexa, sendo que a gelatina foi usada como material polimérico
(WANG et al., 2008; XING et al., 2004).

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo a inédita co-
nanoencapsulacdo de capsaicindides pelo método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado e o estudo de liberacao in vitro das substancias ativas antes e
apos a incorporacao no veiculo semissélido constituido por hidrogel de quitosana.
ApoOs a descricdo dos objetivos deste trabalho, encontra-se a revisdo do tema e na
sequéncia os métodos e resultados experimentais, que foram organizados em

capitulos, correspondendo aos manuscritos prontos para submisséo.
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GERAL

Desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica de hidrogéis de quitosana

contendo capsaicinéides nanoencapsulados.

ESPECIFICOS

. Desenvolvimento e caracterizacdo de suspensdes de nanocapsulas contendo
capsaicindides (capsaicina e dihidrocapsaicina), quanto ao potencial zeta, diametro

médio, indice de polidisperséo, pH, morfologia e tendéncia a instabilidade fisica;

. Determinacdo do teor de capsaicindides na formulacdo, da taxa de
encapsulacdo dos mesmos as nanocapsulas e da presenca de cristais de farmaco,
através de CLAE-UV.

. Preparacdo, caracterizacdo e estudo reolégico de hidrogéis de quitosana
destinados a aplicagdo topica bem como a incorporagdo da suspensdo de
nanocapsulas contendo capsaicinéides no referido hidrogel;

. Estudos de liberacéo in vitro dos capsaicindides a partir das nanocapsulas

antes e apos a incorporagéo no veiculo semissolido proposto.
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3.1. Capsaicinoides

Os capsaicindides sdo as substancias responsaveis pelo sabor picante das
pimentas do género Capsicum. Os principais capsaicindides, que juntos
representam em torno de 90% do total, sdo a capsaicina e a dihidrocapsaicina (Fig.
1). Sdo substancias muito irritantes para pele e mucosas. Estes capsaicinoides se
diferem apenas por uma ligagdo dupla presente na cadeia alifatica da capsaicina
gue é um pouco menos lipofilica (log P = 3.5) que a dihidrocapsaicina (log P = 3.8)
(HAYMAN e KAM, 2008), P representando o coeficiente de particdo octanol/agua.

H.C R
/\/\/\< (b)
HO

Figura 1. Estrutura quimica da capaicina (a) e dihidrocapsaicina (b).

A capsaicina € um farmaco analgésico usado topicamente no tratamento de
dores de origem neuropatica como osteoartrite, artrite reumatdide, neuropatia
diabética e neuralgia poés-herpética, bem como no tratamento sintomético da
psoriase (ZI et al., 2008). Tal substancia se liga a um receptor especifico dos nervos
periféricos, TRPV1, levando a um influxo de calcio e liberagcdo de neuropepetideos
inflamatorios, 0 que esta associado com as propriedades irritantes da capsaicina.
Além disso, a liberacdo aguda da substancia P leva a uma hiperalgesia inicial, que
com a continuidade do tratamento € seguida por deplecédo de tal substancia. Apos
aplicacoes repetidas por periodo variavel, o local apresenta diminuicdo da
sensibilidade e bloqueio a estimulos dolorosos, resultando em dessensibilizacédo
(reversivel com a suspensédo de uso) ou leséo irreversivel da fibra, dependendo das
doses e da duracéo da exposicao (ERIN et al., 2008; HAYMAN e KAM, 2008).

A formulacdo comercial de capsaicina se encontra na forma de pomada
contendo 0,025 ou 0,075% de ativo. Recentemente foi aprovado pelo FDA um

adesivo dérmico de capsaicina contendo altas concentracdes de ativo, para casos
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de neuralgia pos-herpética. Em um estudo de caso lll que antecedeu a aprovacao,
0s principais efeitos adversos relatados foram eritema, dor e prurido durante ou logo
apos o uso do adesivo (http://www.medcenter.com/Medline, acesso em 13 nov.
2009).

A incorporacdo deste farmaco em nanocapsulas, juntamente com a
dihidrocapsaicina que também apresenta acdo analgésica tdpica, representa, em
hipétese, uma alternativa interessante para liberacdo controlada dos farmacos no
local de acdo, diminuindo o numero repetido de aplicacbes necessarias e a
irritabilidade provocada pelos capsaicindides na pele, que frequentemente
contribuem para o abandono do tratamento (BARCELOUX, 2008; KNOTKOVA et al.,
2008). Tal incorporacdo em nanocapsulas se apresenta viavel uma vez que sao

substéancias lipofilicas que possuem efeito em baixas concentracdes.

Suspensfes de nanocapsulas contendo capsaicina foram previamente
obtidas por métodos de coacervacdo simples e complexa sendo que a gelatina foi
usada como material polimérico (WANG et al., 2008; XING et al., 2004). Entretanto,
os trabalhos trazem poucos dados sobre a liberacdo da substancia ativa a partir das
nanocapsulas obtidas, e o uso de gelatina para a producdo de nanocapsulas é
geralmente seguido do uso de um reticulante toxico e, portanto, um novo passo de

purificacdo se faz necessario.

3.2. Nanocapsulas e aplicacéo cutanea

O controle da liberagdo de farmacos em sitios de acao especificos, atravées da
utilizacao de vetores, capazes de permitir a otimizacdo da velocidade de cedéncia e
do regime de dosagem das substancias tem sido uma area de intensa pesquisa nos
altimos anos. Tais sistemas carreadores de farmacos podem ser microparticulas ou
sistemas coloidais como lipossomas, nanoparticulas poliméricas ou nanoparticulas
lipidicas sélidas. Nanoparticulas poliméricas incluem nanocépsulas e nanoesferas.
As primeiras se caracterizam pela presenca de um nucleo oleoso, envolto por uma
parede de polimero. As nanocapsulas poliméricas podem servir de reservatério para
farmacos lipofilicos, prolongando o efeito por retardar a liberacdo (SCHAFFAZICK et
al., 2003).
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As nanocapsulas, juntamente com outras nanoparticulas, apresentam grande
aplicabilidade para a via tépica. As nanocapsulas para aplicacdo cutanea sao
preparadas a partir de um polimero e de um 0Oleo biocompativeis, e apresentam
diametro entre 200 e 300 nm. Sdo geralmente preparadas por técnicas de deposicao
interfacial do polimero pré-formado ou emulsificagdo-difusdo. Exemplos de
polimeros utilizados incluem a poli(e-caprolactona) e a quitosana, enquanto o nucleo
oleoso € frequentemente composto de triglicerideos do acido caprico/caprilico ou o
flitro solar, metoxicinamato de octila (GUTERRES et al., 2007). Novos 6leos que
apresentam boas propriedades para aplicacao cutanea estdo sendo propostos para
compor o nucleo oleoso de nanocapsulas (ALMEIDA et al., 2009). Almeida e
colaboradores (2009) prepararam e caracterizaram nanocapsulas contendo 6leo de

semente de uva e 6leo de améndoas.

Diversas sdo as vantagens da aplicagdo cutédnea de substancias ativas
guando nanoencapsuladas. Entre elas, pode-se citar a diminuicdo da irritagdo e
alergenicidade cutanea, da fotoinstabilidade e da oxidacédo do farmaco, bem como a
possivel diminuicdo de odores desagradaveis. A liberacdo controlada pode diminuir
a necessidade de aplicagbes repetidas, bem como aumentar a quantidade de
farmaco disponivel no local de acéo desejado (GUTERRES et al., 2007).

A aplicacdo de produtos topicos esta ligada a viscosidade do produto final.
Produtos de baixa viscosidade s&o dificeis de aplicar e ha perda do produto.
Trabalhos recentes tém se dedicado a incorporacdo de nanocapsulas em veiculos
semissolidos e a sua caracterizacdo reoldgica (ALVES et al., 2007; PAESE, et al.,
2009). A reologia € a parte da fisico-quimica que trata da deformacdo dos sistemas
liquidos, sdlidos e semissolidos. A caracterizacdo reoldgica dos fluidos semissélidos
permite conclusdes a respeito da espalhabilidade do produto na pele, da fluidez, e
do sensorial, entre outras caracteristicas importantes no desenvolvimento
tecnolégico (ORTEGA e NETZ, 2002). No que se refere ao comportamento reolégico
de semissélidos contendo sistemas nanoestruturados como lipossomas,
nanocapsulas, nanoesferas e ciclodextrinas, estes geralmente apresentam um
comportamento ndo newtoniano pseudoplastico ou plastico. Tais comportamentos
sao caracterizados por uma diminui¢cdo da viscosidade com o aumento da taxa de

cisalhamento aplicada. Porém, o que os diferencia € a necessidade que os fluidos
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plasticos apresentam de uma forca prévia para comecar a fluir. O comportamento

pseudoplastico € o mais comumente atribuido para géis e emulsdes de uso

farmacéutico e cosmeético (ALVES, 2006).

3.3. Estudos de liberacdo a partir de nanoparticula s

A liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas é geralmente governada
por diferentes processos e geralmente envolve mais de um deles. A substancia pode
se difundir através da matriz (para o caso de sistemas matriciais) ou através do
nacleo oleoso e da parede polimérica (para o caso de nanocapsulas) com ou sem
solubilizagdo prévia devido a penetracdo de solvente na particula. Também o
nanocarreador pode ser degradado ou dissolvido pelo meio (WASHINGTON, 1990).
Muitos métodos podem ser usados para se estudar a liberacdo de substancias a
partir de sistemas coloidais incluindo o uso de células de difuséo, de sacos de didlise
ou de técnica de ultrafiltracdo- centrifugacdo. Porém, ha algumas dificuldades
técnicas no estudo in vitro da liberacdo a partir de nanoparticulas, entre elas a
necessidade de separacdo destas e do meio de liberagdo. O método de saco de
dialise € um método simples que evita necessidade de tal separacdo (SOPPIMATH
et al., 2001). E um método bastante Gtil na comparacdo de diferentes sistemas, mas
apresenta algumas limitacdes como a membrana de dialise, que pode retardar ainda

mais a liberacdo para o meio externo.

Ferranti e colaboradores (1999) estudaram o perfil de liberacdo in vitro da
primidona a partir de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona). As
nanocapsulas foram colocadas em dissolutores contendo meio acido e basico. O
meétodo utilizado foi de ultrafiltracdo-centrifugacdo seguido por CLAE-UV. Como
controle, foi utilizado uma solucédo padrdo de primidona em alcool benzilico. Foi
observado um maior controle da liberagdo a partir das nanocapsulas quando em

comparacgao ao controle.

A influéncia de diversos parametros da obtencdo de nanoesferas contendo
farmaco antitumoral foi estudada por Chouan e colaboradores (2009). Foi observado
gue com o0 aumento da quantidade de farmaco associado as nanoparticulas acelera-

se a liberacdo do farmaco, o mesmo ocorrendo aumentando-se a quantidade de
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reticulador no sistema até uma concentragdo maxima de 1,06mM, ocorrendo apdés
esse valor inversao do efeito. A concentracdo do monémero influencia, de maneira
nao proporcional, a liberacdo do farmaco. Maior Iberacdo foi observada para um
valor de pH de 7.4 e uma temperatura de 25 °C em comparacéo a valores de pH de
1,8 e 8,4 e temperaturas de 37 e 12 °C. O teste foi realizado colocando-se
nanoparticulas secas em um tubo teste contendo tampéo fosfato pH 7,4 como meio
de liberacdo. Em tempos pre-determinados foi retirada uma aliquota do

sobrenadante e esta analisada espectrofotometricamente.

Nanoparticulas poliméricas, preparadas a partir de polietilenoglicol e
poloxamer 407 através da técnica de fotopolimerizagdo emusificac@o inversa, foram
estudadas quanto ao perfil de liberacdo do farmaco doxorrubicina pela técnica de
sacos de dialise (MISSIRLIS et al., 2006). O farmaco livre ou encapsulado foi
colocado na membrana e imerso em 50 mL de tampao fosfato. O dialisado foi
retirado em tempos pré-determinados e analisado por CLAE-fluorescéncia. O
controle utilizado foi uma solucdo do farmaco em cloroférmio contendo
trietanolamina, que € a mesma solugdo utilizada para a encapsulacdo as
nanoparticulas brancas previamente obtidas. Como resultados obtiveram, por meio

da nanoencapsulacdo, uma liberacdo in vitro sustentada por até uma semana.

Ajun e colaboradores (2009) estudaram a obtencdo e caracterizacdo de
nanoparticulas de quitosana contendo simultaneamente aspirina e probucol. Foram
utilizados tubos contendo as nanoparticulas e tampao fosfato como meio de
liberacdo. Em tempos pré-determinados, aliquotas foram retiradas e o sobrenadante
separado por centrifugacdo. A quantidade de ambos os farmacos foi analisada por
espectrofotometria. Observou-se um efeito da quantidade do reticulante no aumento
da liberacdo a partir das nanoparticulas devido ao aumento do tamanho e a maior
facilidade para penetracdo do meio de liberacdo. O perfil de liberacdo dos farmacos
ndo foi significativamente alterado variando-se a quantidade inicial de farmaco
associada as nanoparticulas. Os farmacos se apresentaram diferentemente
associados as nanocapsulas. A aspirina estd ligada eletrostaticamente aos
grupamentos amina e carboxila, e o probucol esté fisicamente aprisionado na rede
polimérica. O aumento do peso molecular da quitosana apresentou influéncia

somente na liberac&o da aspirina, dificultando sua liberacao.
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Uma grande dificuldade observada nos estudos de liberagdo de substancias
lipofilicas a partir de sistemas nanoestruturados € a determinacdo do controle
utilizado para verificar a influéncia da associacdo as nanoparticulas no perfil de
liberacdo do farmaco. O ideal € manter 0 mesmo meio no qual as nanoparticulas se
encontram, para nao haver influéncia do solvente no estudo. Devido a tal dificuldade,
diversos estudos que apresentam perfil de liberacéo in vitro ndo fazem mencéao ao
efeito das nanoparticulas na liberacdo, mas sim ao efeito de outros parametros que

podem ser variados durante a obtencédo dos nanocarreadores.

3.4. Hidrogéis de quitosana

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais que absorvem grandes
guantidades de agua enquanto permanecem insolUveis devido a interligacdes entre
as cadeias individuais do polimero (LIN e METTERS, 2006). Os mais importantes e
conhecidos polimeros formadores de hidrogéis sédo derivados do acido poliacrilico,
como carbémeros, e diferentes derivados da celulose, como a hidroxietilcelulose
(VALENTA e AUNER, 2004). Hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros
naturais ou sintéticos ou ainda podem ser uma combinacdo de ambos (HIN, 2004).
Entre os polimeros naturais mais usados na preparacao de hidrogéis pode-se citar o
alginato de célcio e sbdio, o colageno, a gelatina, o acido hialurénico, a goma
xantana e a quitosana (LIN e METTERS, 2006).

A quitina (Fig. 2a), polissacarideo de B-D-glicose contendo grupamentos
amino na sua estrutura, € um componente estrutural chave de helmintos, artrépodes
e fungos. E o segundo polimero biolégico mais abundante no planeta e o
exoesqueleto dos crustaceos marinhos é a sua principal fonte industrial (VARUM e
SMIDSRgD, 2005). Quando o grau de desacetilagdo alcalina da quitina alcanga 50%
(dependendo da origem do polimero), se torna solivel em meio aquoso acido e é
chamado de quitosana (Fig. 2b). A quitosana é o Unico polimero pseudonatural
cationico e apresenta propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
mucoadesividade, atividade bacteriostatica e capacidade de formacéo de filme e de

regeneracao de tecidos lesados. Este biopolimero apresenta aplicagbes nas areas
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biomédicas, de cosméticos, de tecnologia alimenticia e de tecnologia farmacéutica
(RAVI KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).

OH HO
Po o
- o=‘<\H o L IR n
CH;

(@) (b)

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica (a) da quitina [poli(N-acetil-B-D-
glucosamina)] e (b) de seu derivado quitosana [poli(D-glucosamina)].

A partir de interligagBes entre as cadeias da quitosana é possivel a obtencao
de hidrogéis. Nos hidrogéis de quitosana obtidos através da solubilizacdo do
biopolimero em meio aquoso acido, e posterior agitacéo, interacdes secundarias sao
estabelecidas entre as cadeias do polimero. Este método, que € a maneira mais
simples de se obter um hidrogel de quitosana, determina a formacdo de géis
caracterizados por falta de forca mecénica, tendéncia a dissolucdo e auséncia de
sensibilidade a variacbes da temperatura, caracteristicas que permitiiam uma
liberacdo eficientemente controlada do farmaco (BERGER et al., 20042). Em
decorréncia destas limitacGes, hidrogéis de quitosana formados a partir de
complexos com outros polimeros, do uso de reticulantes entre as cadeias ou de
quitosana quimicamente modificada, possuindo, portanto, caracteristicas

diferenciadas, vém sendo pesquisados.

Complexos de polieletrolitos e hidrogéis de quitosana enxertados sé&o
exemplos de hidrogéis de quitosana que ndo requerem um reticulante entre as
cadeias poliméricas. No primeiro tipo, ocorre interacao eletrostatica entre as cadeias
da quitosana e de um polimero aniénico. A regeneracao da pele lesada é uma das
aplicacoes de tais complexos (MARTINEZ-RUVALCABA et al., 2007). No segundo,
0S grupamentos amino livres nas unidades desacetiladas e os grupamentos hidroxila
nas unidades acetiladas e desacetiladas séo ligados covalentemente a moléculas

funcionais com posterior ocorréncia de interaces levando a formacao de uma rede
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por agregacdo. Tais hidrogéis enxertados podem apresentar caracteristicas
diferenciadas, como maior atividade bacteriostatica ou maior sensibilidade a
variacbes de temperatura, dependendo das moléculas funcionais ligadas a cadeia
polimérica (VALENTA et al., 2002, BERGER et al., 2004b).

E possivel também, como previamente mencionado, a obtencdo de hidrogéis
através de ligacao fisica ou quimica entre as cadeias poliméricas da quitosana. Nos
géis covalentemente interligados, ocorre uma interacao irreversivel que leva a
formacdo de uma rede porosa e permanente. Entretanto, efeitos téxicos como
mutagenicidade e neurotoxicidade, devido aos dialdeidos livres restantes apdés
processo de purificacdo, podem ser induzidos com a utilizagéo de reticulantes como
glutaraldeido e glioxal. Sistemas transdérmicos e microesferas de gel séo aplicacdes
de tais hidrogéis covalentemente reticulados (Ml et al., 2000, BERGER et al., 2004%).
Por outro lado, os hidrogéis formados por ligac6es idbnicas reversiveis levam a
obtencdo de redes porosas e possivelmente sensiveis a variacbes de pH e
temperatura, sendo, desta forma, a liberacdo controlada de farmacos, dependente
do pH ou temperatura, a maior aplicacdo deste tipo de hidrogel. Os reticulantes
ibnicos mais usados sdo os anions metalicos, B-glicerol-fosfato e tripolifosfato
(BERGER et al., 2004% CHENITE et al., 2001; KEMPE et al., 2007).

Diversas séao as aplicacdes farmacéuticas dos hidrogéis de quitosana. Entre
elas, os sistemas que sofrem transicao entre os estados sol e gel devido a variagdes
de temperatura ou pH tém despertado o interesse por parte dos pesquisadores
(RUEL-GARIEPY e LEROUX, 2004). Kempe e colaboradores (2007) estudaram a
micro- e macroestrutura de solucdes de quitosana que gelificam a temperatura
corporal formando implantes para liberacdo controlada de proteinas. Um sistema
injetavel para liberacdo local de farmacos antitumorais foi desenvolvido por Han e
colaboradores (2007). Chen e colaboradores (2004) desenvolveram um hidrogel
sensivel ao pH para administracdo oral de proteinas. Um hidrogel termosensivel de
quitosana quaternizada para administracdo nasal capaz de diminuir a taxa de
depuracéo cilial nasal e aumentar a absorcédo da insulina de maneira controlada foi
desenvolvido por Wu e colaboradores (2007). Neste trabalho foi demonstrada a
capacidade da quitosana de abrir as juncdes entre as células epiteliais, chamadas

tight junctions. Uma vez que tais juncfes também se encontram na pele, é possivel
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gue a quitosana aumente a penetracdo percutanea de substancias pelo mesmo
mecanismo (VALENTA e AUNER, 2004).

A incorporacdo de sistemas de liberacdo controlada nanoparticulados em
hidrogéis de quitosana é de grande potencialidade, pois representa a associacao
inovadora de dois sistemas distintos. O hidrogel de quitosana, devido a capacidade
de formacdo de filme e bioadesividade deste biopolimero, garante uma liberacao
homogénea e sem perdas do farmaco, além da interessante capacidade da
quitosana de abertura das juncdes entre as células epiteliais (WU et al, 2007), o que
pode permitir maior penetracdo do farmaco através da pele (VALENTA e AUNER,
2004). Por sua vez, as nanocapsulas garantem uma liberacdo controlada e
prolongada da substancia, bem como uma possivel diminuicdo da irritabilidade da
pele as substancias aplicadas (SHAFFAZICK et al., 2003).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SOUTO et al., 2004), lipossomas (RUEL-
GARIEPY et al., 2002) e niossomas (LAKSHMI et al., 2007) ja foram incorporados
em hidrogéis de quitosana. Souto e colaboradores (2004) prepararam e
caracterizaram fisicamente nanoparticulas lipidicas solidas quanto ao tamanho de
particula e potencial zeta. Apos, as nanoestruturas foram incorporadas em diversos
hidrogéis. Observou-se que o potencial zeta das nanoestruturas foi invertido apos a
incorporacao no gel de quitosana, devido ao carater catidnico do biopolimero. Esta
inversao de potencial pode acarretar em instabilidade no momento de carga zero, e
facilitar a agregacao das particulas, como observado apds andlise do tamanho das

particulas.

Ruel-Gariépy e colaboradores (2002) incorporaram lipossomas em um
hidrogel de quitosana termosensivel para reparacdo tecidual e liberacdo local de
farmacos antitumorais. A taxa de gelificacdo e a forca do gel foram intensamente
aumentadas pela presenca dos lipossomas. Estudos de liberacéo in vitro do farmaco
a partir dos lipossomas contidos no gel demonstraram liberacao controlada por pelo
menos duas semanas. Lakshmi e colaboradores (2007) incorporaram metotrexato
em niossomas com intuito de impedir a toxicidade sistémica provocada pelo
farmaco. Estes foram incorporados em hidrogel de quitosana. O resultado
comprovou a maior eficacia do gel testado em relagdo ao gel comercial. O resultado

esta relacionado ao sistema carreador do farmaco e a quitosana que promove

19



RENATA V. CONTRI REVISAO

absorcao, provavelmente por melhora da adesao entre os tecidos e a formulacao,
mas também devido a sua ac¢do no processo de transporte paracelular.
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Abstract

Polymeric nanocapsules containing capsaicinoids (capsaicin and dihydrocapsaicin)
were developed and characterized. For comparison, unloaded nanocapsules were
also prepared. Drug-loaded nanoparticles presented Z-average diameter of 153 + 7
(PDI lower than 0.2), zeta potential of +9.62 + 1.48 mV and pH value of 5.72 + 0.10.
The capsaicinoids content was 0.5mg/mL and the encapsulation efficiencies were
close to 100% for both capsaicinoids.The formulation was physically stable over 90
days. The co-nanoencapsulation of capsaicinoids did not influence the nanoparticle
physicochemical characteristics. The capsaicinoids in vitro release profiles were
determined. The dissolution efficiencies of the samples demonstrated that the
presence of oil delayed the release of dihydrocapsaicin comparing to that of
capsaicin. The best model to describe the release profiles of capsaicin and
dihydrocapsaicin was the monoexponential. Comparing the half-live values between
nanoemulsion (31 £ 1 h (capsaicin) and 60 + 1 h (dihydrocapsaicin)) and
nanocapsules (63 + 3 h (capsaicin) and 174 + 3 h (dihydrocapsaicin)), we observed
that the polymeric wall significantly affected the release rates for both capsaicinoids.
Capsaicin presented higher flux value (5.6 + 0.1 (x 10*) mg cm™? h™) than that of
dihydrocapsaicin (2.1 + 0.2 (x 10™®) mg cm™ h™) considering the nanocapsules, which
was related to its higher gradient concentration. The release mechanism of both

capsaicinoids from the nanocapsules was the anomalous transport.

Keywords: capsaicin, dihydrocapsaicin, nanocapsules, in vitro release, mathematical
modelling, diffusion.
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Abstract

The aim of this work was to develop and characterize a chitosan hydrogel
containining capsaicinoids-loaded nanocapsules intended for topical delivery. Such
system is promising once it brings together the skin bioadherence and film forming
capability due to chitosan and the control of drug release due to the nanocapsules.
The hydrogels showed low pH values because of the presence of lactic acid in the
formulations, but still suitable for topical administration. The role of the chitosan
concentration in the hydrogel consistence enhancement was shown. The
consistence values /flow indexes (n) were 19.64 + 2.61 Pa.s"/0.76 + 0.03 and 13.12
+ 0.93 Pa.s" / 0.82 + 0.01 for the gels containing the nanocapsule suspension or
exclusively water, respectively, demonstrating the effect of the nanocapsules in the
slight enhancement of the gel consistence. The nanocapsules may also interfere in
the the interaction between chitosan chains and in the polymer network. The
hydrogels pseudoplastic behavior did not change after the incorporation of
nanocapsules. The release study showed a controlled release of the capsaicinoids
from the hydrogel containing nanocapsules comparing with the hydrogel containing

the free drug.
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Pelo método de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado, utilizando
Eudragit® RS100 como parede polimérica, triglicerideos do acido céaprico/caprilico
como nucleo oleoso, e polissorbato 80 como tensoativo, capsaicina e
dihidrocapsaicina foram simultaneamente nanoencapsuladas. Estas substancias,
chamadas de capsaicindides, sdo as principais responsaveis pela sensacdo de
ardéncia e queimagéo provocada por algumas pimentas, e atualmente sdo muito
utilizadas topicamente para o tratamento de dor cronica. O fato da capsaicina e da
dihidrocapsaicina serem lipofilicas e ativas em baixas concentracdes viabiliza a
nanoencapsulacdo. Neste trabalho a nanoencapsulacdo foi proposta como uma
tecnologia para diminuir a irritacdo das substancias na pele e 0 necessario numero

repetido de aplicacdes, devido a liberagcédo controlada a partir das nanoestruturas.

Os valores obtidos de diametro médio (espalhamento de luz dinamico),
potencial zeta (mobilidade eletroforética) e pH (potenciometria) foram de 153 + 7nm
(PDI < 0,2), + 9,62 + 1,48 mV, e 5,7 + 0,1, respectivamente. Os valores estdo de
acordo com a técnica utilizada. O potencial zeta se mostrou positivo devido ao
carater cationico do polimero e pode contribuir para uma melhora da adesao das
particulas na pele. Ap6s comparagdo com as nanocapsulas brancas, concluiu-se
que a incorporacgdo dos capsaicindides ndo provocou alteracdes nas caracteristicas
da formulacdo. O teor e a taxa de associacdo dos capsaicindides as nanocapsulas
(CLAE-UV) foram préximos de 100% para ambos capsaicindides, consideranto um
total de capsaicinoides na formulacédo de 0,5 mg/mL, e comprovou-se a auséncia de
cristais de farmaco na formulacdo, o que levaria a uma interpretacdo errdbnea da taxa

de associacao das substancias ativas.

As formulacdes apresentaram-se estaveis quimica e fisicamente por um
periodo de 90 dias, a temperatura ambiente. O Unico parametro que apresentou
alteracdo com o armazenamento foi o pH que sofreu uma diminuicdo em torno de
uma unidade. Esta diminui¢cdo deve estar relacioanda com hidrolise da cadeia lateral
do polimero, porém néao se observou nenhum outro fendbmeno de desestabilizacao
quimica ou fisica que comprometesse a formulacédo de nanocapsulas obtida. Através
da técnica de espalhamento multiplo de luz, observou-se, para ambas as

formulagbes de nanocapsulas (com e sem farmaco), uma leve tendéncia a
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sedimentacdo das particulas, que € considerada normal para particulas em

suspensao.

Através do estudo de liberagéo in vitro da capsaicina e da dihidrocapsaicina a
partir da suspensao de nanocapsulas, utilizando o método de sacos de dialise, pode-
se observar a influéncia das nanocapsulas, no controle da liberacdo dos ativos.
Ambos capsaicindides foram liberados mais lentamente a partir das nanocapsulas,
em relacdo aos trés controles (solucdo hidroalcodlica, solucdo micelar e
nanoemulsdo), mostrando a influéncia tanto da parede polimérica quanto do nucleo
oleoso no controle da liberagdo. Os dados de liberacdo foram adequadamente
modelados a partir de equacdo de primeira ordem monoexponencial, e, a partir dos
parametros obtidos, os valores de ty, foram calculados. Observou-se a influéncia do
o0leo em diferenciar os perfis de liberacdo da capsaicina em relacdo a
dihidrocapsaicina. Esta diferenca nao foi visualizada para a solugéo hidroalcodlica e
a solugdo micelar. Atribui-se esta diferenca de liberagdo a maior concentragéo inicial
de capsaicina nas nanocapsulas, que, segundo a lei de Fick, facilitou a difusdo desta

no sistema.

Visando uma formulagdo inovadora para facilitar a aplicacdo das
nanocapsulas na pele, uma vez que as suspensfes apresentam muito baixa
viscosidade, foi proposta neste trabalho a obtencdo de um hidrogel partir do
polimero quitosana, para a incorporacdo da suspensado de nanocapsulas contendo
capsaicindides. O hidrogel de quitosana é um veiculo que esta sendo recentemente
proposto para via tdpica, devido a suas interessantes propriedades como
bioaderéncia, formacdo de filme, potencial bacteriostatico e acelerador da
cicatrizacdo. N&o se observou, pelo teste de inchamento de polimero, alteracao
significativa no filme de Eudragit® RS100, formador da parede polimérica das
nanocapsulas, quando em contato com o gel por até um més. Este resultado mostra
uma provavel estabilidade das nanoparticulas, quando incorporadas no veiculo

semissolido em questao.

Previamente a incorporacdo das nanocapsulas, estudou-se a influéncia da
concentragcdo do 4cido latico e da quitosana no pH e consisténcia de hidrogéis de
quitosana propostos para a via cutdnea. Os hidrogéis de quitosana preparados

apresentaram valores de pH baixos, estes dependente da concentracdo de acido
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latico, porém, para alguns, observou-se valores aceitaveis para aplicacdo cutanea. A
consisténcia de tais géis aumentou muito com a adigcdo de maior quantidade de
quitosana durante obtencdo do gel. Apés 30 dias de armazenamento pode-se
observar um leve incremento na consisténcia e uma diminuicdo dos valores de pH
dos hidrogéis, devido a um provavel aumento da interacdo entre as cadeias da

guitosana com o tempo de armazenamento.

O hidrogel de quitosana considerado ideal para aplicacdo cutanea foi
preparado a partir de 3,5% de quitosana e 1,5% de acido latico. Para a obtencéo da
formulag&o, obteve-se, inicialmente, uma dispersdo do polimero em agua, seguido
da adicdo de acido latico e homogeneizacdo, para evitar grumos. A suspensao de
nanocapsulas contendo capsaicinoides foi incorporada neste hidrogel e este foi
analisado quanto ao pH, as caracteristicas reolégicas e morfologicas, ao teor de
capsaicindides e ao perfil de liberacao in vitro. A adicdo de nanocapsulas ocasionou
um leve aumento da consisténcia dos hidrogéis (de 13,12 + 0,93 Pa.s" para 19,64 +
2,61 Pa.s") porém ndo alterou significativamente o pH e ndo modificou o
comportamento reoldgico pseudoplastico destes. O aumento da consisténcia
observado para os hidrogéis brancos apds 30 dias ndo foi observado para os
hidrogéis contendo nanocépsulas, o que pode indicar uma dificuldade imposta pelas
nanocapsulas na interacdo entre as cadeias poliméricas que formam a rede
tridimensional. Foi possivel, por microscopia eletrénica de transmissao, visualizar as
nanocapsulas presentes no hidrogel e este apresentou teor de capsaicinoides
proximo a 0,23 mg/g (90% da quantidade utilizada no preparo) determinado por
CLAE-UV, apés etapa de extracdo. A tendéncia a sedimentacdo das particulas
quando em suspensdo aquosa, observada por espalhamento multiplo de luz, foi
atenuada quando da incorporacdo das nanocapsulas no hidrogel, devido a maior

viscosidade do sistema que diminui 0 movimento das patrticulas.

O estudo de liberacao in vitro da capsaicina e da dihidrocapsaicina a partir do
hidrogel de quitosana 3,5% contendo nanocapsulas mostrou um melhor controle da
liberacdo em comparacdo aos géis contendo farmaco livre (gel contendo solucéo
hidroalcodlica e gel contendo solugcdo micelar dos capsaicindides). As susbstancias
precisam ser liberadas das nanocapsulas para, entdo, poderem se difundir pelo

hidrogel e pelo saco de didlise. Comparando-se com a suspensdao aquosa de
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nanocapsulas, o hidrogel contendo nanocapsulas retardou ainda mais a velocidade
de liberacdo da capsaicina, provavelmente devido a alta consisténcia do hidrogel.

Deste modo, a viscosidade do sistema pode ser ajustada de acordo com a aplicacéo
desejada.
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Nanocpsulas estadveis contendo simultaneamente capsaicina e
dihidrocapsaicina foram obtidas e caracterizadas, e a incorporacdo dos
capsaicindides nédo influenciou as propriedades da formulacdo. Os experimentos in
vitro de liberacdo dos ativos a partir das nanocdpsulas mostraram o efeito tanto da
parede como do nucleo oleoso retardando a liberacdo de ambos capsaicinoides. A
capsaicina liberou mais rapidamente em comparacdo a dihidrocapsaicina, devido a
maior concentracdo desta nas nanocapsulas. O hidrogel preparado a partir de
quitosana apresentou-se como alternativa inovadora para a aplicacdo topica dos
capsaicindides nanoencapsulados, mantendo a liberagdo controlada observada para
as nanocapsulas, em relacdo aos controles. Observou-se uma grande influéncia da
concentracdo do biopolimero na consisténcia do veiculo semissolido proposto, o que
reflete na velocidade de liberacdo dos ativos. Um leve incremento na consisténcia foi
observado quando da adicdo das nanocapsulas ao hidrogel, porém o
comportamento pseudoplastico dos hidrogéis nao foi alterado.
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8.1. Validacdo de método analitico para quantificagdo do s capsaicindides a
partir de suspensdo de nanocapsulas e de hidrogel d e quitosana contendo

suspensao de nanocapsulas

O meétodo utilizado para quantificacdo dos capsaicindides a partir da
suspensao de nanocapsulas e do hidrogel de quitosana foi desenvolvido e validado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao no ultravioleta (CLAE-UV).
O método foi adaptado de Yao e colaboradores (1994) e validado segundo normas
do ICH (1996). O método foi também utilizado para quantificacdo do farmaco
presente no meio de liberacdo, durante o experimento de liberacéo in vitro. Utilizou-
se o0 equipamento Perkin Elmer, Coluna C18 Merck, com pré-coluna do mesmo
fabricante. A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila grau CLAE e agua
Milli® Q (70:30), com pH ajustado para valor de 4,5 com solucdo de &cido acético a
2%. Os parametros de analise foram: fluxo de 0,75 mL/min, A = 280 nm e injecdo de
20uL. A capsaicina e a dihidrocapsaicina foram analisadas simultaneamente uma
vez que apresentam diferentes tempos de retencdo no cromatograma (Fig. 1). A
proporcao das substancias apresentou-se no cromatograma como descrita no laudo
técnico da matéria-prima ([CP] / [DH] = 1,93).

21,85,
19,95.
17.95.
15,95.
132,95
11,95,

9,95
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Figura 1. Cromatograma referente aos capsaicindides quantificados a partir

da suspensao de nanocapsulas. A= capsaicina e B=dihidrocapsaicina .
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8.1.1. Linearidade

A validacdo iniciou-se com a obtencdo de 5 curvas-padrao em 3 dias
consecutivos a partir de uma solucdo-estoque das substancias ativas em
acetonititrila. Os pontos utilizados foram 0,30; 0,50; 2,00; 5,00; 10,00; 20,00 e 30,00
ng/mL para a capsaicina e 0,14; 0,23; 0,45; 2,27; 4,55; 9,10 e 13,65 pg/mL para a
dihidrocapsaicina. Obtiveram-se curvas médias (Fig. 2) para os dois capsaicinéides
mostrando valores de coeficiente de determinacéo (R?) adequados (ICH, 1996).
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Figura 2. Curvas-padrao médias para (a) capsaicina e (b) dihidrocapsaicina.

Através da analise de variancia (ANOVA), verificou-se regressao linear
significativa, bem como desvio da linearidade nao significativo (p<0,05),

comparando-se o0s valores de F caculado COM F tapelado (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. ANOVA da linearidade do método para capsaicina.
Fontes de Variacdo Graus de Soma dos o

Liberdade  Quadrados vanancia - F cacuado - F tabeiado
Entre 6 7,41.10%  1,24.10" 4,19.10° 2,45
Regress&o Linear 1 7.41.10"% 74110 25210* 4,20
Desvio da Linearidade 5 2,48.10° 4,97.10’ 1,69 2,56
Dentro 28 8,24.10° 2,94.10’
Total 34

Tabela 2. ANOVA da linearidade do método para dihidrocapsaicina (p<0,05).

Fontes de Variacdo Graus de Soma dos o
. Variancia  F caiculado  F tabelado
Liberdade  Quadrados

Entre 6 1,06.10"  1,76.10° 5,29.10° 2,45
Regress&o Linear 1 1,06.10"  1,06.10"* 3,17.10° 4,20
Desvio da Linearidade 5 2,62.10’ 5,23.10° 1,57 2,56
Dentro 28 9,33.10’ 3,33.10°

Total 34

8.1.2. Limites de deteccéo e de quantificacao

A partir dos dados de linearidade, o0 método apresentou limite de deteccéo

tedrico de 0,14 e 0,09 pug/mL e limite de quantificacdo teorico de 0,41 e 0,27 pg/mL

para capsaicina e dihidrocapsaicina, respectivamente.

8.1.3. Precisao intradia e interdia

Para andlise da precisdo intradia do método (ou repetibilidade), que

representa a concordancia em curto espaco de tempo entre as analises, preparou-se

9 amostras, no mesmo dia, a partir da suspensao de nanocapsulas (Suspensaonc) e

do hidrogel contendo suspensao de nanocapsulas (Hidrogelyc), de modo a obter a
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concentragéo baixa, média e alta da curva (0,50; 5,00 e 20,00 pg/mL de capsaicina e
0,23; 2,27 e 9,10 png/mL de dihidrocapsaicina). Para analise da precisao interdia, (ou
intermediaria), que representa a concordancia entre os resultados em dias diferentes
de analise, preparou-se, em 3 dias consecutivos, 7 amostras a partir de
Suspensdonc e de Hidrogelne, de modo a obter a concentracdo média da curva (5,00
e 2,27 pg/mL) em todas as amostras. As amostras foram analisadas por CLAE-UV e
determinaram-se 0s desvios padroes e o0s coeficientes de variacdo entre as
concentracbes obtidas (Tabelas 3 e 4). As amostras foram preparadas com
acetonitrila como solvente. Previamente ao preparo, o hidrogel foi mantido em
agitacdo e aquecimento por 2 horas com acetonitrila para extragcdo dos

capsaicinoides.

Tabela 3. CV (%) inter e intradia para analise da precisdo do método para

capsaicina.
Amostra Precisdo Preciséo intradia  Precisao intradia Precisao intradia
interdia ponto baixo ponto médio ponto alto
(%) (%) (%) (%)
Suspenséonc 1,89 0,34 0,54 2,28
Hidrogelnc 4,34 2,42 4,24 1,98

Tabela 4. CV (%) inter e intradia para analise da precisdo do método para
dihidrocapsaicina.

Amostra Precisdo  Preciséo intradia  Precisao intradia Preciséo intradia
interdia ponto baixo ponto médio ponto alto
(%) (%) (%) (%)
Suspenséonc 2,40 1,76 1,67 2,69
Hidrogelnc 3,13 3,70 4,54 3,71

8.1.4. Exatidao

Para o estudo da exatiddo do método, que representa a proximidade dos

resultados obtidos experimentalmente com o valor verdadeiro, foi adicionada uma
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quantidade conhecida de capsaicindides a partir de uma solucédo-estoque a solugdes
diluidas das substancias ativas em acetonitrila, obtidas através de Suspenséonc ou
Hidrogelnc. No mesmo dia foram obtidas 9 amostras de modo a obter 3 amostras
das concentracdo baixa, média e alta da curva (0,50; 5,00 e 20,00 pg/mL de
capsaicina e 0,23; 2,27 e 9,10 pg/mL de dihidrocapsaicina). As amostras foram
analisadas por CLAE-UV e a partir das concentracfes experimentais e das

concentracdes teoricas determinou-se a exatidao (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Analise da exatiddo do método para capsaicina.

Amostra Exatidao Exatidao Exatidao
ponto baixo ponto medio ponto alto
(%) (%) (%)
Suspenséonc 98,01 95,78 99,48
Hidrogelnc 93,08 93,88 94,73

*n = 03 determinacdes (as concentracdes experimentais apresentaram DPR<5%)

Tabela 6. Analise da exatiddo do método para dihidrocapsaicina.

Amostra Exatidao Exatidao Exatidao
ponto baixo ponto médio ponto alto
(%)* (%)* (%)*
Suspenséonc 96,48 99,62 95,09
Hidrogelnc 92,87 94,16 93,30

*n = 03 determinacdes (as concentracdes experimentais apresentaram DPR<5%)

8.1.5. Especificidade

A especificidade do método de quantificacdo dos capsaicindides a partir de
suspensao de nanocapsulas e do hidrogel contendo suspensao de nanocapsulas foi
confirmada através da preparacao e analise em CLAE-UV de amostra obtida a partir
de suspensdo de nanocapsulas brancas (sem adicdo de capsaicindides) e de
hidrogel contendo tais nanocépsulas. Observou-se que ndo ha interferentes das
formulacbes que possam interferir na quantificagdo da capsaicina e

dihidrocapsaicina pelo método proposto (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma referente as amostras de (a) suspensao de
nanocapsulas brancas e (b) hidrogel contendo nanocapsulas brancas.

O método de quantificacdo do capsaicindides a partir de suspensédo de

nanocapsulas e de hidrogel de quitosana contendo suspensdo de nanocapsulas foi

considerado, portanto, validado.
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8.1.6. Estudo de fotoestabilidade dos capsaicindides

Uma vez que ha indicios da fotoinstabilidade dos capsaicindides frente a luz
(KOPEC et al., 2002; MARTINDALE, 1999), foi realizado um estudo preliminar de
fotoestabilidade @ dos  capsaicindides  nanoencapsulados (NC) e néo
nanoencapsulados (solucdo micelar (SM)), esta ultima obtida da mesma forma que
as nanocapsulas porém omitindo-se o polimero e o 6leo na formulacdo. Para tanto,
as formulacbes foram colocadas em cubetas e mantidas em caixas contendo
lampadas UVA e UVC, como descrito na tabela abaixo. Foi demonstrado neste
trabalho a fotoestabilidade dos capsaicindides tanto livre quanto nanoencapsulados
(Tabela 7). Este resultado foi importante para determinar as condigbes de
armazenamento das formulagcbes bem como as condicbes dos experimentos

seguintes.

Tabela 7. Fotoestabilidade de capsaicindides livres e nanoencapsulados.

Tempo de Teor de Teor de Teor de Teor de
exposicao da capsaicina capsaicina dihidrocapsaicina dihidrocapsaicina
formulagéo a luz NC (%) SM (%) NC (%) SM (%)

30 min - UVA 99,85 99,02 104,62 98,91
1h-UVA 97,60 105,89 99,48 105,30

3 h-UVA 96,50 98,02 97,85 99,58

30 min - UVC 97,27 99,35 99,59 101,91
1h-UvC 98,61 99,90 103,62 101,97
3h-UVvC 99,74 105,18 98,64 90,70
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8.2. Preparacdo de suspensdes de nanocapsulas contendo c apsaicinoides:

Determinacgéo da melhor formulagao para os estudos

Inicialmente foram preparadas 3 suspensfes de nanocapsulas cujos
componentes variaram conforme descrito na Tabela 8. As formulacbes foram
preparadas pelo método de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado. Para tanto,
uma fase oleosa é vertida de forma controlada (funil de precipitacdo) em uma fase
aguosa e, apos, sao mantidas em agitacdo por 10 minutos antes da retirada dos

solventes (primeiramente a acetona e ap0s a agua) através de um rotaevaporador

de presséo

reduzida até o volume final

armazenadas em frascos adequados a 25 °C.

desejado. As formulagdes foram

Tabela 8- Componentes das diferentes formulagdes de nanocapsulas.

Componentes ncc-eudragit ncc-pclspan ncc-pcllipoid

Polimero Eudragit® RS100 Poli-e-caprolactona  Poli-e-caprolactona
(PCL) (PCL)

Oleo Triglicerideos do Triglicerideos do Triglicerideos do

Tensoativo lipofilico

acido

céprico/caprilico

acido

caprico/caprilico

Monoestearato de

acido

caprico/caprilico

Fosfatidilcolina

Sorbitano 60 (Lipoid® 100)
(Span® 60)
Solventes Agua e Acetona Agua e Acetona Agua e Acetona
Tensoativo Polissorbato 80 Polissorbato 80 Polissorbato 80
hidrofilico (Tween® 80) (Tween® 80) (Tween® 80)
Farmaco Capsaicindides Capsaicindides Capsaicindides
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As quantidades utilizadas estdo abaixo descritas (para formulagdo de 10mL,
Tabela 9)

Tabela 9. Quantidades dos componentes para obtencéo das formulacoes.

Componentes Fase Organica Fase aquosa
Polimero 100 mg X

Oleo 330 pL X
Tensoativo lipofilico 76,6 mg X
Solvente Organico 27 mL X
Farmaco 5 mg X
Tensoativo hidrofilico X 76 mg
Agua Milli® Q X 53 mL

As formulacdes obtidas foram caracterizadas quanto ao diametro e PDI
(espalhamento de luz dindmico), potencial zeta (mobilidade eletroforética), pH
(potenciometria), teor de capsaicindides e taxa de associacdo as nhanocapsulas
(CLAE-UV), e tendéncia a fendbmenos de instabilidade fisica como cremagem e

sedimentacao (espalhamento multiplo de luz).

Os resultados de diametro e polidispersao, assim como de potencial zeta e de
pH se encontram nos graficos abaixo (Fig. 4). Inicialmente todas as formulagfes
apresentaram valores adequados para 0s parametros analisados, valores estes que
estdo de acordo com as condi¢bes de preparo. Enquanto que as formulagdes ncc-
eudragit e ncc-pclspan mantiveram o diametro médio de particula, a polidisperséo e
o potencial zeta por um periodo de 90 dias pode-se observar, para a ncc-pcllipoid,
um grande aumento no didametro juntamente com um aumento de polidispersdo apés
30 dias de preparo. O potencial zeta por sua vez, apresentou valores que variaram,
caracterizando um  comportamento erratico, provavelmente devido a
desestabilizac&o do sistema. Esta desestabilizag&o foi visualmente verficada, em um
periodo de 15 a 30 dias ap0s o preparo, quando pode-se observar separacdo de

fases na formulacdo. Tal desestabilizacdo pode ser devido a uma incompatibilidade
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da capsaicina com a fosfatidilcolina ou devido a utilizagdo de fosfatidilcolina 100%
como tensoativo, devido ao fato de esta ndo conter outros lipideos que, conferindo
carga ao sistema, aumentam a estabilidade da formulacao.
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Fig. 4. Caracterizacao das suspensodes de nanocapsulas: (a) diametro médio, (b)
polidisperséo, (c) potencial zeta e (d) pH.

Em relacdo as analises no TurbiscanLAB® (Fig. 5), que informam sobre a
tendéncia de cada formulacdo em sofrer fendémenos de instabilidade fisica, podemos
observar uma leve tendéncia a sedimentacdo, observada pelo aumento do
retroespalhamento no fundo da cubeta, para as formulagbes ncc-eudragit e ncc-
pclspan. Este fenbmeno é confirmado pela clarificacdo observada no topo da cubeta

para estas formulacdes. Para a formulacdo ncc-pcllipoid observa-se, por outro lado,
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uma tendéncia, um pouco mais acentuada, a um processo de cremagem das
particulas, confirmada pela clarificacdo observada no fundo da cubeta. A
sedimentacdo é um processo normal esperado para particulas em suspensao. A

cremagem, por sua vez, pode ser um indicio de uma instabilidade maior no sistema.
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Fig. 5. Graficos de variacdo de retroespalhamento de luz: (a) ncc-eudagit (b) ncc-
pclspan e (c) ncc-pcllipoid.

95



RENATA V. CONTRI ANEXOS

Os teores de capsaicindides e as taxas de associacdo dos farmacos as
nanocapsulas apresentaram valores préoximos a 100% para as 3 formulagbes
obtidas, como pode ser observado nas Tabelas 10 e 11. Os teores de

capsaicinbides permaneceram proximos a 100% apdés 30 e 90 dias de preparo.

Tabela 10. Teor de capsaicindides nas formulacdes. 100% representa o total
utilizado para obtencéo das formulagdes (3,22 mg de capsaicina (CP) e 1,67mg de
dihidrocapsaicina (DH)).

Dia ncc-eudragit (%) ncc-pclspan (%)  ncc-pcllipoid (%)
zero (CP) 97,65 £ 2,27 100,38 +1,15 106,39
zero (DH) 102,95 + 5,58 104,85 + 2,07 105,9
30 (CP) 99,45 + 3,34 101,18 +0,92  —-emee-

30 (DH) 104,71 + 2,27 101,64 +6,19 e
90 (CP) 100,01 £ 2,04 96,43+0,36 = -
90 (DH) 104,32 £ 3,72 96,65+9,25 e

Tabela 11. Taxa de associacao dos capsaicinoides as nanocapsulas.

Farmaco ncc-eudragit (%) ncc-pclspan (%) ncc-pcllipoid (%)
CP 99,78 £ 0,05 99,84 + 0,02 99,14
DH 99,92 +£0,01 99,94 + 0,02 99,74

Portanto, as formulagcbes ncc-pclspan e ncc-eudragit apresentaram
caracteristicas adequadas e foram consideradas estaveis por 90 dias de
armazenamento. A escolha da formulacdo para dar sequéncia aos estudos foi
baseada no valor de polidispersdo, que se apresentou mais baixo para a formulacao
ncc-eudragit, e do grafico de retroespalhamento de luz, que mostrou uma menor
tendéncia a sedimentagcdo para esta formulagdo. Além disso, esta formulacdo néo
possui tensoativo lipofilico, que pode ser irritante para pele, e é obtida a partir de um
polimero catibnico, o que determina a obtencédo de particulas com potencial zeta
positivo. Particulas de carga positiva possuem um maior potencial para aderir sobre

a pele, devido as cargas negativas presentes.

96



RENATA V. CONTRI ANEXOS

8.3 Referéncias

FESSI, H.; PUISIEUX, F.; DEVISSAGUET, J-Ph.; AMMOURY, N.; BENITA, S.
Nanocapsule formation by interfacial polymer deposition following solvent
displacement. International Journal of Pharmaceutics, v.55, R1-R4, 1989.

ICH Harmonized tripartite Guideline. Validation of analytical procedures:
Methodology. United States of America, 1996.

KOPEC, S. E.; DEBELLIS, R.J.; IRWIN, R.S.; Chemical analyses of freshly
preparaed and stored capsaicin solutions: implications for tussigenic challenges.
Pulmonary Pharmacology & Therapeutics, v.15, p.529-534, 2002.

MARTINDALE, the complete drug reference. 32 ed. Pharmaceutical Press, 1999.

YAO, J.; NAIR, M.G.; CHANDRA, A. Supercritical carbon dioxide extraction of Scotch
Bonnet (Capsicum annuum) and quantification of capsaicin and dihydrocapsaicin.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, v. 45, p.1303-1305, 1994.

97



