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RESUMO

Hidrogel de quitosana contendo capsaicindides nanoencapsulados:
producdo, caracterizacdo, microdidlise dérmica e avaliacao

farmacodinamica em modelo animal de dor neuropatica periférica

A dor neuropatica periférica (DNP) € uma doenca complexa, cujo tratamento com
creme comercial contendo capsaicindides (capsaicina - CAPS e
dihidrocapsaicina — D-CAPS) é pouco efetivo e causa efeitos adversos
significativos, como dor em queimacdo e eritema. Nos U(ltimos anos as
nanocapsulas poliméricas (NC) tém sido estudadas para melhorar o efeito
terapéutico de farmacos e reduzir seus efeitos adversos. O objetivo deste estudo
foi produzir e caracterizar hidrogéis de quitosana contendo capsaicindides
nanoencapsulados (HQNCcaps); comparar seu efeito terapéutico com hidrogéis
de quitosana contendo capsaicindides dissolvidos em solucdo etandlica
(HQETcaps) e com creme comercial de referéncia no mercado farmacéutico,
frente a hiperalgesia térmica e alodinia mecénica em camundongos sui¢os
modelo de DNP; e, avaliar o perfil de concentracéo livre dos capsaicindides na
derme de ratos Wistar, local de grande concentracao de nociceptores, utilizando
a técnica de microdialise dérmica, quando aplicado a partir das formulacfes
HQNCcaps, HQETcaps € Creme comercial. As suspensdes de nanocépsulas foram
produzidas por meio da técnica de deposicdo interfacial do polimero pré-
formado. As suspensdes apresentaram tamanho médio de particula homogéneo
(156 £ 6 nm), com baixo indice de polidispersao (0,08), potencial zeta positivo
(11,2 + 3,5 mV), pH levemente acido (6,1 + 0,1) e alta eficiéncia de encapsulagéo
da CAPS e da D-CAPS (=100%), considerando a concentracéo de 1,3 mg/mL
de capsaicindides na fomulacdo (0,78 mg/mL de CAPS e 0,39 mg/mL de D-
CAPS). O HQNCcaps produzido com estas suspensdes mostrou concentragéo
proxima a do HQETcaps € do creme comercial (1,16 mg/g; 1,17 mg/g e 1,19 mg/qg,
respectivamente), apresentando estruturas nanométricas em sua composicao,
pH levemente acido (4,73 + 0,08), valor de consisténcia de 20,38 Pa.s",
caracteristica de sistema ndo-newtoniano, com indice de fluxo de 0,70 e
comportamento pseudoplastico, modelado matematicamente segundo equagéo

de Ostwald, mostrando caracteristicas adequadas para aplicacéo via topica. A


https://br.answers.yahoo.com/question/index?qid=20131203093037AAJBBTq

avaliacao terapéutica foi dividida em protocolo 1 e 2. No protocolo 1 avaliou-se
o efeito terapéutico no tempo 1h 3h, 6h, 24h 48h e 96h apo6s o inicio do
tratamento dos camundongos (modelo de DNP), analisando o efeito
antinociceptivo das formulac¢des ao aplicar 50mg de formulacao/dia na superficie
plantar da pata dos animais, cuja neuropatia foi induzida através da ligacdo
parcial do nervo ciatico. No protocolo 2, avaliou-se a manutencdo do efeito
terapéutico apos a interrupcdo do tratamento dos animais. No protocolo
farmacodinamico 1, o HQNCcaps foi a Unica formulacdo que apresentou efeito
antialodinico e antihiperalgésico 6h ap6s o inicio do tratamento dos animais e
manteve esta agdo até 96h. O HQETcaps € 0 creme comercial apresentaram
efeito antihiperalgésico apenas em 48h e 96h apos o inicio do tratamento; e o
efeito antialodinico para o creme comercial ocorreu ap6s 48h do inicio do
tratamento e em 96h para 0 HQETcaps . No protocolo 2, 0 HQNCcaps € 0 creme
comercial mantiveram sua atividade antinociceptiva frente a hiperalgesia térmica
por 6 dias apds a interrupcdo do tratamento. Ja frente a alodinia, o efeito
antinociceptivo foi mantido 48h apds a interrrupg¢ao do tratamento apenas para
0 HQNCcaps, enquanto que o creme comercial ndo mostrou manutencao deste
efeito antinociceptivo. Os experimentos de microdialise dérrmica realizados apos
a aplicacdo de 50mg de cada formulacdo/cm? de pele na regido abdominal dos
ratos Wistar, durante 12h, revelaram um aumento de 1,6 a concentracdo de
CAPS, D-CAPS e soma de capsaicinoides livre quando o farmaco € administrado
a partir da formulacdo HQNCcaps € comparado com a formulacdo HQETcaps €
creme comercial, respectivamente, resultados que podem estar relacionados
com o melhor efeito terapéutico da formulagdo HQNCcaps. Conclui-se que o
HQNCcaps Se mostra como uma potencial formulacdo para melhorar o
tratamento da DNP.

PALAVRAS CHAVE: nanocapsulas; dor neuropética, capsaicinoides,

farmacocinética, microdialise dérmica.



ABSTRACT

Chitosan hydrogel containing capsaicinoids-loaded nanocapsules:
production, characterization, dermal microdialysis and pharmacodynamic

assessment in animal model of peripheral neuropathic pain

The peripheral neuropathic pain (PNP) is a complex disease, being the
treatment with creams containing capsaicinoids (capsaicin — CAPS and
dihydrocapsaicin — D-CAPS) low effective and causing several side effects, as
burning pain and erythema. In the last years polymeric nanocapsules (NC) has
been studied for improving the therapeutic effect of drugs and reducing the side
effects. This study aimed to produce and characterize chitosan hydrogel
containing nanocapsules loaded capsaicinoids (CHNCcaps); comparing their
therapeutic effect with that of chitosan hydrogel containing capsaicinoids
dispersed in a hydroalcoholic solution (CHETcaps) and commercial cream
(Cream) used as reference in pharmaceutical market, assessing the thermal
hyperalgesia and mechanical allodynia in swiss mice model of PNP; and
assessment the free concentration capsaicinoids using dermal microdialysis in
Wistar rats, site of high concentration of nociceptors, when administered by
CHNCcaps, CHETcaps and Cream. The nanocapsule suspensions showed average
particle size reduced and homogeneous (156 + 6 nm), with low polydispersity
index (0.08), indicating unimodal size distribution, positive zeta potential (11.2 +
3.5 mV), slightly acid pH (6.1 + 0.1) and high encapsulation efficiency of
capsaicinoids (near 100%), considering the concentration 1.3 mg/mL of
capsaicinoids in formulation. The hydrogel produced with suspensions showed
capsaicinoids concentration near of commercial cream (1.16 and 1.17 mg/qg,
respectively) and the structure of nanocapsules was not affected by their
incorporation in the hydrogel. The pH value was slightly acid (4.73 + 0.08), the
consistency value was 20,38 Pa.s", typical of a non-Newtonian system, with 0.70
flow index denoting pseudoplastic behavior mathematically modeled follow
Ostwald equation, showing characteristics suitable for topical application. The
therapeutic assessment was divided into protocol 1 and 2. In protocol 1 the
therapeutic effect was evaluated 1h 3h, 6h, 24h 48h e 96h after the beginning of
treatment (DNP model), analyzing the antinociceptive effect of formulations when


https://www.google.com.br/search?q=dihydrocapsaicin&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiG9O_u2KLSAhXnL8AKHYjABBMQvwUIGSgA

administrated 50mg formulation / day to the plantar surface of the left foot of each
mice whose neuropathy was induced by partial sciatic ligation model. In protocol
2, the maintenance of the therapeutic effect after the treatment interruption was
evaluated. In pharmacodynamic protocol 1, the CHNCcaps was the only
formulation that showed antiallodynic and antihyperalgesic effects 6h after the
beginning of treatment, maintaining these effects until 96h. The CHETcaps and the
commercial cream showed antihyperalgesic effect only in 48h and 96h after the
beginning of treatment; the anti-allodynic effect for the commercial cream
occurred after 48 hours from the beginning of treatment and at 96 hours for
CHETcaps. In protocol 2, the CHNCcaps and the commercial cream maintained the
antinociceptive activity for 6 days after the treatment interruption. For allodynia,
the antinociceptive effect was maintained 48h after interruption of treatment only
for CHNCcaps, Whereas the commercial cream did not maintain the
antinociceptive effect. The microdialysis experiments performed after the
application 50mg each formulation/cm? on abdominal skin of rats, for 12 h,
showed an increase of 1.6 folds free CAPS, D-CAPS and capsaicinoid sum when
this substance was administered from HQNCcaps formulation and compared with
HQETCaps formulation and commercial cream, respectively. These results may
be related with the best therapeutic effect of the formulation HQNCcaps. We

conclude that HQNCcaps is a promising formulation for treatment of PNP.

KEY  WORDS: nanocapsules, neuropathic pain, capsaicinoids,
pharmacokinetics, dermal microdialysis.
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A dor é um fenbmeno complexo, individual e subjetivo gerado a partir de
componentes fisiolégicos e psicologicos, que possui interferéncia sensorial,
emocional e cognitiva (LOWE, 2002). Em conformidade com estes argumentos,
a International Association for the Study of Pain (IASP), define que a dor é uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesédo real ou
potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tal dano. Acrescenta-se ainda,
gue a incapacidade ou inabilidade de individuos comunicarem-se verbalmente,
nao impede de se inferir que eles estejam sentido dor e necessitem de um
tratamento analgésico adequado (IASP, 2012).

Em relacdo ao tipo, a dor pode ser classificada em adaptativa e nao
adaptativa. A dor adaptativa auxilia na manutencdo da integridade corpérea
frente a estimulos agressivos, permitindo que o organismo realize defesa frente
a lesdes graves ou efetue a cicatrizacdo de lesdes ocorridas. Por sua vez, a dor
nao adaptativa ou crbnica, € definida como a expressdo de uma situacdo
patoldgica do sistema somatosensorial e ndo esta ligada ao estimulo nociceptivo
evidente ou a uma lesao tecidual identificavel (ONOFRE et al., 2009). Este tipo
de dor é representado pela dor neuropatica periférica (DNP) ou pela dor
funcional, que pode apresentar-se de forma continua ou intermitente e é
majoritariamente associada a pacientes idosos, de baixo nivel socioeconémico,
sexo feminino e baixo grau de escolaridade (ONOFRE et al., 2009; VAN HECKE
et al., 2014).

A DNP pode ocorrer em varios locais do corpo, porém manifesta-se
normalmente nas extremidades como pés, maos, bracos ou pernas, levando a
fisica, psiquica e social, sofrimento e alto impacto na qualidade de vida dos
pacientes (WIKLUND et al., 2013). A manifestacdo destes problemas
comportamentais pode ser comparada a condicdo biopsicossocial apresentada
pelos individuos com depressao cronica, infarto recente do miocardio e diabetes
mal controlada (SMITH e TORRANCE, 2012).

A DNP € um dos tipos mais incapacitantes de dor, afeta 7 a 8% da
populacdo mundial (DE MORAES et al., 2012) e pode ser ocasionada como
consequéncia de uma patologia primaria, de seus tratamentos, ou também de
processos cirurgicos (WOLF et al., 2008). A DNP chega a afetar 35% dos 33
milhdes de pacientes infectados pelo HIV no planeta (SIMPSON et al., 2008;
HADDAD et al. , 2015); 26% das pessoas com diabetes mellitus do Reino Unido



30

(JOHANSEN et al., 2012); 20% das pessoas com cancer (BENNETT et al. ,
2012); e de 2,6% a 10% das pessoas afetadas pelo herpes zoster (VAN et al.,
2014; REDA et al., 2013). Estes percentuais podem ser ainda maiores, pois ha
dificuldade no diagnéstico de DNP, que pode ser designada como possivel,
provavel ou definitiva, o que pode subestimar sua prevaléncia (VOTRUBEC e
THONG, 2013; VAN et al., 2014; DE MORAES et al. , 2012).

Os tratamentos da DNP séo sintomaticos, pouco eficazes e podem
requerer abordagem farmacolégica, cirtrgica, fisica/ocupacional, psicoldgica e,
muitas vezes, ndo objetivam eliminar a dor, mas no méaximo alivia-la (WOOLF e
MANNION, 1999; SCHOLTEN e HARDEN, 2013). Neste sentido, a abordagem
clinica multidisciplinar pode ser necessaria e melhor sucedida. Esta equipe pode
incluir médicos, neurologistas, anestesistas, neurocirurgides, psiquiatras,
psicologos, conselheiros, enfermeiras e farmacéuticos (SCHOLTEN e HARDEN,
2013).

Entre os medicamentos utilizados para o tratamento da DNP pode-se citar
analgésicos, anticonvulsivantes, antidepressivos triciclicos, antiinflamatorios
esteroides e ndo esteroides, opidides e agentes analgésicos topicos. Esta
variedade de tratamentos representa a heterogeneidade dos pacientes e 0s
diferentes mecanismos patofisiologicos envolvidos no desenvolvimento do
quadro neuropético (BACKONJA et al., 2008; JAKEN, et al., 2010). Todavia, as
abordagens terapéuticas utilizadas, geralmente necessitam de varias
administracbes durante o dia e geram efeitos adversos significativos
(BACKONUJA et al., 2008; JAKEN et al., 2010).

Em meio aos tratamentos topicos utilizados, destacam-se os cremes e
adesivos transdérmicos contendo capsaicinoides, substancias ativas que podem
promover analgesia ao induzir a desfuncionaliza¢do de nociceptores periféricos
(WATSON, 1994; SAWYNOK, 2003; WAGNER, POOLE e ROTH, 2013). Estes
farmacos sao considerados eficientes na redugéo da dor; no entanto, provocam
efeitos adversos expressivos como sensacdo de queimacado local, edema,
eritema e pruridos, o que em um primeiro momento, pode aumentar a dor e piorar
a qualidade de vida dos pacientes (ASTELLAS, 2013; DERRY et al., 2013;
KERN et al., 2013). Assim sendo, configura-se como tema atual de pesquisa

cientifica a busca por uma alternativa para melhorar a eficacia dos tratamentos
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com 0s capsaicindides ao mesmo tempo em que propicie reducdo de seus
efeitos adversos.

Neste contexto surge o potencial da nanotecnologia farmacéutica através
do uso das nanoparticulas poliméricas como possibilidade para a solucéo
desses vieses. A utilizagdo de ativos associados as nanoparticulas poliméricas,
entre outros fatores, objetiva otimizar o efeito terapéutico dos farmacos, reducéo
de seus efeitos adversos e aumento da adeséo ao tratamento (MANJUNATH e
VENKATESWARLU, 2005; ANDRIEUX e COUVREUR, 2013).

O termo nanoparticulas poliméricas engloba as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem quali-quatitativamente entre si. As nanocapsulas
sao particulas nanométricas, que apresentam- se geralmente menores que 500
nm e constituem-se, basicamente, de um nudcleo oleoso circundado por uma
parede polimérica, sendo que o farmaco encapsulado pode se localizar no
compartimento oleoso e/ou no sistema polimérico, ou ainda adsorvido na
interface particula/agua. As nanoesferas, por sua vez, sao sistemas matriciais
poliméricos nos quais o farmaco fica dentre o sistema polimérico e/ou adsorvido
a sua superficie (MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010;
HOFFMEISTER, etal., 2012).

As nanocapsulas se destacam em relacdo as nanoesferas, pois
apresentam maior eficiéncia de encapsulacao de farmacos lipofilicos, menor
contetdo de polimero, auxiliam na alteracao do perfil farmacocinético aparente
dos farmacos encapsulados, aumentam a estabilidade fisico-quimica das
substancias ativas e podem ser incorporadas em varias formas farmacéuticas,
como por exemplo formas farmacéuticas de uso topico (SCHAFFAZICK et al.,
2003; SANTOS-MAGALHAES e MOSQUEIRA, 2010).

No contexto das formas farmacéuticas de uso topico, destaca-se o
hidrogel de quitosana formulado com suspensédo de nanocépsulas poliméricas
contendo capsaicinoides (HQNCcaps) previamente desenvolvidos por Contri e
colaboradores (2010), pertencente ao nosso grupo de pesquisa Sistemas
Nanoestruturados para Administracdo de Farmacos da UFRGS (SNAF-UFRGS).
Este hidrogel, além de possuir alta bioadesdo e biocompatibilidade, também
promove a liberacdo prolongada das substancias nas diferentes camadas da
pele, emergindo com grande potencial para uso frente a DNP (CONTRI et al.,
2010; 2011; 2013a; 2014).
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Uma forma de avaliar a potencialidade deste hidrogel é através da
realizacdo de experimentos de farmacodinamica e farmacocinética. A
farmacodinamica pode ser avaliada através de modelos animais de DNP; e para
a avaliagédo farmacocinética, tem se destacado o uso da microdialise dermica,
que verifica a concentracdo de farmaco livre que atinge o local de a¢do desejado
(JOSHI et al., 2014). Assim, € nessa assertiva que amparamos a proposta desta
investigacao cientifica, que busca verificar os efeitos terapéuticos e avaliar a
concentracdo de capsaicindides livre (ndo ligado a proteinas) na derme,
utilizando a técnica de microdialise, quando os farmacos sédo formulados em
suspensdes de nanocapsulas polimeéricas utilizadas na producao de hidrogel de
quitosana, comparando-o com o creme comercial de referéncia do mercado
farmacéutico e hidrogel de quitosana contendo capsaicindides dissolvidos em
solucdo etandlica. Procedendo assim, pode-se, em hipotese, verificar a
otimizacao do efeito medicamentoso dos farmacos quando compdem a estrutura
das suspensdes de nanocapsulas dricas que constituem o hidrogel

supracitado.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar hidrogel de quitosana contendo capsaicinoides
(capsaicina e dihidrocapsaicina) nanoencapsulados, verificar o efeito terapéutico
dessa formulagéo durante e apos a interrup¢ao do tratamento de camundongos
suicos modelo de dor neuropatica periférica, assim como avaliar a exposicao
dérmica dos capsaicindides por meio da técnica de microdialise dérmica em

ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir e caracterizar suspensbes de nanocapsulas poliméricas
contendo capsaicindides.

e Produzir e caracterizar hidrogel de quitosana contendo capsaicinoides
nanoencapsulados.

e Avaliar o efeito terapéutico do hidrogel de quitosana contendo
capsaicindides nanoencapsulados frente a hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica em camundongos suicos modelo de dor neuropatica periférica,
comparando com o creme comercial de referéncia e hidrogel de quitosana
contendo capsaicinoides dissolvidos em solugéo etandlica.

e Verificar a manutencdo do efeito terapéutico apdés a interrupcdo do
tratamento pelo hidrogel de quitosana contendo capsaicindides
nanoencapsulados frente a hiperalgesia térmica e alodinia mecanica em
camundongos suicos modelo de dor neuropatica periférica, comparando
com o creme comercial de referéncia.

e Desenvolver metodologia bioanalitca via LC-MS/MS para quantificacao
simultanea de capsaicindides livres a partir de amostras de microdialisado
dérmico de ratos.

e Realizar estudos de microdialise dérmica, avaliando o perfil
dermatofarmacocinético, em ratos Wistar machos utilizando o hidrogel de
quitosana contendo capsaicinéides nanoencapsulados, comparando com
o creme comercial de referéncia e hidrogel de quitosana contendo

capsaicinodides dissolvidos em solugéo etandlica.
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3.1 Fisiologia da dor

Para compreensdo do processo de desenvolvimento da dor neuropatica
periférica e acdo dos capsaicindides € importante lembrar os principais
mecanismos fisiolégicos que ocorrem na transmissdo do impulso doloroso,
designado nocicepcdo (KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008). O processo
nociceptivo, interpretado como experimentacdo de dor, ocorre a partir de um
estimulo de origem mecénica, térmica ou quimica potencialmente lesiva que
provoca injuria tecidual e liberagdo de substancias como histaminas,
prostaglandinas, interleucinas, bradicinina e substancia P, as quais sensibilizam
as terminacdes nervosas livres. Esta sensibilizacdo juntamente com o estimulo
nocivo, permite alteracdo conformacional em receptores com limiar de
excitabilidade alto (nociceptores), influxo de ions sédio no meio intracelular e
despolarizacdo dos neurdnios presentes na periferia, também chamados
neurénios de primeira ordem. Estes neurbnios de primeira ordem projetam-se
para o corno dorsal da medula espinhal, onde se localizam seus corpos
celulares, e com a chegada do potencial de acdo tornam-se altamente
permedveis ao ion calcio. A entrada do célcio no corpo celular induz a liberacéo
de neurotransmissores como glutamato, aspartato e substancia P a partir de
vesiculas pré-sinapticas, provocando a transmissdo do impulso nociceptivo aos
neurdnios de segunda ordem. Os neurdnios de segunda ordem ascendem até
regides supraespinhais através das vias caudorrostrais nociceptivas,
propagando o estimulo as células neuronais localizadas no tronco encefalico,
talamo e hipotdlamo. Estas regiées comunicam-se com o0 cortex
somatossensorial e sistema limbico onde a informacéo € interpretada gerando a
experiéncia de dor (WOOLF e MA, 2007; KLAUMANN, WOUK e SILLAS, 2008;
PERGOLIZZ]| et al., 2013).

Os neurdnios de primeira ordem, portanto, possuem funcao de percepc¢éo
do estimulo nocivo, atuando na preservacdo da homeostasia tissular, e
agrupam-se em fibras designadas como Fibras AR (beta), Fibras Ad (delta) e
Fibras C, as quais diferem de acordo com seu diametro, grau de mielinizacdo e

velocidade de conducgao do impulso nervoso (MILLAN, 1999):
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e As fibras AB (beta) sao fibras consideradas grandes, mielinizadas,
possuem didmetro maior que 10 pm, sdo responsaveis pela
transmissdo rapida de estimulos nervosos (velocidade de 30-100
m/s) e, em circunstancias normais, transmitem apenas sensacoes
in6écuas ao organismo como tato, vibracdo e pressdo (MILLAN,
1999; LEWIS e RICE, 2014).

e As fibras Ad (delta) séo fibras mielinizadas de diametro médio (2 a
6 um), responsaveis pela transmisséo de estimulos em velocidade
intermediaria (12-30 m/s), sendo capazes de modular a primeira
fase da dor, e conduzem as sensa¢gfes mais agudas, como dor
semelhante a pontada, caracteristico do processo de alodinia
mecanica (MILLAN, 1999; LEWIS e RICE, 2014).

e As fibras C, por sua vez, séo fibras ndo mielinizadas de pequeno
diametro (0,4 a 1,2 um), responsaveis pela transmissdo de
estimulos nervosos em velocidade de conducéo lenta (0,5-2 m/s) e
modulam, principalmente, a dor difusa e dor por queimagéo
(MILLAN, 1999; LEWIS e RICE, 2014).

Assim entende-se o mecanismo fisiolégico de transmissdo da dor, que
estd vinculado as areas periféricas e areas sensitivas e emocionais cerebrais
como coOrtex somatossensorial e sistema limbico, justificando, portanto, o carater
subjetivo da experiéncia de dor, bem como a necessidade de uma avaliacéo
terapéutica e multidiscliplinar para diagnostica-la (HOFBAUER et al., 2001).

Cabe mencionar que este processo exerce funcao protetora ao organismo
e visa evitar danos recorrentes ao local inicialmente lesado, ao mesmo tempo
em que permite a cicatrizagéo tecidual adequada. No entanto, nos casos de
DNP, ocorre uma disfuncédo neste mecanismo, que leva a sensibilizacao central
e periférica, permitindo a deflagracdo de impulsos nociceptivos de forma

espontanea e/ou ectopica, gerando a sensacéo de dor recorrente.
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3.2Dor Neuropatica periférica (DNP)

A dor neuropatica periférica (DNP) pode ser definida como dor crénica
gue ocorre como consequéncia de uma disfuncdo ou lesdo no sistema nervoso
central ou periférico e advém mesmo na auséncia de estimulos fisicos, térmicos,
elétricos, quimicos e/ou a partir de estimulos anteriormente in6cuos ao
organismo (ONOFRE, 2009). Os primeiros casos descritos de dor com origem
neuropatica datam de estudos realizados por Déjerine e Roussy em 1906, 0s
quais descreveram os primeiros episodios de sindrome talamica em pacientes
gue apresentavam dores intensas, persistentes e geralmente intoleraveis. Desde
entdo, os casos de DNP foram melhor avaliados e relatados, havendo mais
atencdo as suas possiveis causas e tratamentos (BOIVIE, LEIJON e
JOHANSSON, 1989; TEIXEIRA et al., 1999; SANTOS e GOZZANI, 2011;
BRIGO et al. , 2013).

Etiologicamente, sabe-se que apOs a lesdo nos neurbnios aferentes
primarios, ocorre o desenvolvimento de resposta inflamatéria com liberacéo de
mediadores quimicos como prostaglandina, substancia P, histamina e
bradicinina. Estas substancias agem provocando dilatacédo arteriolar, aumento
da permeabilidade capilar e recrutamento de células imunes como macrofagos,
mondcitos, linfocitos e neutrdfilos, cuja ativacdo induz a liberagcdo de citocinas,
como interleucina 1 beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-q),
processo que leva a sensibilizacdo periférica e influxo de sodio e célcio no
terminal nociceptivo. O conjunto destes fatores (leséo/inflamacéo/sensibilizacdo)
induz a reducdo do limiar excitatério nos neurdnios de primeira ordem,
hipersensibilidade local e atividade ectopica espontanea nas fibras C e A9,
deflagrando potenciais de acéo a partir de estimulos anteriormente inGcuos ao
organismo ou mesmo na auséncia de estimulo, culminando com a sensacao de
dor (PERGOLIZZI et al., 2013).

O acumulo de mediadores inflamatorios também induz o aumento da
expressdo de receptores de canais ibnicos que controlam a excitabilidade
neuronal, tanto nos neurdnios periféricos como no corno dorsal da medula
espinhal (OKURA et al., 2014). Destaca-se 0 aumento na expressao de receptor
vanildide potencial transiente subtipo 1 (TRPV1), que é ativado principalmente,

a partir de estimulos quimicos e térmicos, nas fibras A e C ndo danificadas, fato
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que contribui significativamente com a hipersensibilidade térmica (BARON,
2006), que pode ser tdo pronunciada, a ponto do limiar de ativacdo destes
neurbnios se aproximar da temperatura corporal. Este fato pode levar
espontaneamente a despolarizacdo neuronal e geracdo espontanea de dor em
gueimacéo (VON, BARON e WOOLF, 2012).

A sensibilizacao central € outro fendmeno importante no desenvolvimento
da DNP; este acontecimento inclui aumento na excitabilidade na membrana pos-
sindptica alterando a intensidade e duracdo do estimulo doloroso, ao mesmo
tempo em que amplia os campos receptivos de neurdnios do corno dorsal da
medula espinhal, facilitando a transmisséo dos impulsos periféricos (ROCHA et
al., 2007). Esta sensibilizacdo ocorre a partir da liberacdo de glutamato,
substancia P, aspartato e peptideo geneticamente relacionado a calcitonina dos
neurdnios periféricos no corno dorsal da medula espinhal. Estas substancias
ativam  receptores do tipo AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropibnico), cainato e N-Metil-D-Aspartato (NMDA) na membrana pos-
sinaptica, deflagrando potencial de a¢éo, inducdo da producéo prostaglandinas
E2 (PGE-2), 6xido nitrico (NO) e aumento na liberacdo de célcio nos neurdnios de
segunda ordem. Estes, por sua vez, também induzem a maior liberacdo de
neurotransmissores excitatorios (como glutamato e substancia P) na fenda
singptica, gerando uma transmissdo sindptica cumulativa, prolongada e
assincrona principalmente em fibras C, fato que amplifica e prolonga a resposta
ao estimulo doloroso, fenbmeno conhecido como sensibilizacdo central (VON,
BARON e WOOLF, 2012; ROCHA et al., 2007).

Todas essas mudancgas, portanto, induzem respostas exacerbadas das
fibras Ad a partir de estimulos anteriormente tateis ou in6bcuos ao organismo,
processo que origina a dor em pontada - condicdo conhecida como alodinia
mecanica (VON, BARON e WOOLF, 2012; ROCHA et al., 2007); enquanto que,
o0 estimulo indcuo sobre as fibras C também deflagra potenciais de agéo a partir
da periferia, gerando a sensacao de dor em queimacao - condicdo conhecida
como hiperalgesia térmica. Desta forma, explicam-se as queixas caracteristicas
dos pacientes com DNP, os quais relatam parestesia (sensagdo anormal como
formigamentos), disestesias (sensacdo desagradavel, normalmente de queima
provocando dor por descargas ectopicas em qualquer tipo de fibra nervosa),
alodinia, e hiperalgesia térmica.
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E importante mencionar também, que o organismo possui vias inibitorias
da dor, as quais sdo ativadas assim que a informacgao nociceptiva chega ao
tronco cerebral, talamo, hipotalamo e coértex cerebral. Estes sistemas sao
regulados principalmente pela substancia cinzenta periaquedutal e pelo nacleo
méagno da rafe, os quais estimulam vias descendentes através da liberacédo de
monoaminas (serotonina e noradrenalina). Estas monoaminas agem inibindo
interneurdnios excitatorios ou estimulando interneurénios inibitérios - células que
se localizam na regido das sinapses entre os neurdnios de primeira e segunda
ordem - através de acao sobre receptores serotoninérgicos (5-HT11s/p, 5-HT1a)
e a-adrenérgicos (al e a2), reduzindo significativamente o controle do impulso
nociceptivo e a sensacao de dor (KWON et al, 2014; STEEDS, 2013).

Além disto, também h& um aumento na secrecdo de peptideos opidides
como encefalinas e endorfinas, os quais agem através de receptores p (mi), k
(kappa) e & (delta), reduzindo o influxo de ions calcio e a secrecdo de
neurotransmissores excitatérios (como glutamato e substancia P) a partir dos
aferentes primarios, permitindo a hiperpolarizacdo dos neurdnios de segunda
ordem e a reducdo do estimulo nociceptivo (KWON, 2014; ONOFRE et al.,
2009). Somando-se a este conjunto de fatores, o organismo também passa a
sintetizar e liberar endocanabindides, como anandamida e 2-araquidonoil
glicerol, nos neurdnios de segunda ordem. Estas substancias agem inibindo o
processo nociceptivo de multiplas maneiras. Entre elas, cita-se a atuacéo sobre
0S receptores canabindides subtipo 1 (CB1) nos neurbnios pré-sinapticos
alterando a permeabilidade aos ions célcio com a consequente inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores excitatérios e inducao de dor (STEEDS, 2013;
FINE e ROSENFELD, 2013; RICE, FARQUHAR e NAGY, 2002).

No entanto, no desenvolvimento da dor neuropatica periférica, este
conjunto complexo de atividades antinociceptivas também esta defeituoso. Este
fato ocorre, provavelmente, como consequéncia do processo de sensibilizacao
central, o que também contribui com a alterac&o do limiar excitatorio nociceptivo
e ampliacdo da sensacgdo dolorosa, inclusive para locais ndo lesionados no
organismo (KWON et al., 2014).

Assim, fica evidente que a DNP esta associada a leséo tecidual inicial,
sensibilizagdo periférica, sensibilizagdo central e alteragdo nas vias

descendentes inibitérias da dor. Desta forma, o quadro que se manifesta
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clinicamente € de dor constante, com o desenvolvimento de anormalidades
sensoriais como disestesia, hiperalgesia e alodinia, acarretando consideravel
impacto na qualidade de vida do individuo. Desta forma, faz-se necessario a
utilizacdo de tratamentos medicamentosos eficazes para alivio sintomatolégico

dos pacientes que possuem DNP.

3.3 Tratamentos para a DNP

As formas de tratamento da DNP em geral, visam melhorar a qualidade
de vida dos pacientes aliviando a dor. Entre os tratamentos descritos, tem-se 0
uso de anticonvulsivantes como: 1) gabapentina, pregabalina e acido valpréico,
que agem bloqueando canais de calcio, a0 mesmo tempo em que estimulam a
secrecdo de acido gama aminobutirico (GABA — principal neurotrasmissor
inibitorio) (EISENBERG et al., 2007; WIFFEN et al., 2013); 2) carbamazepina e
lamotrigina, que se ligam especificamente aos canais de sddio, impedindo seu
influxo e transmisséo sinaptica (EISENBERG et al., 2007; WIFFEN et al., 2013);
3) topiramato, que reduz a liberagcdo de glutamato a partir dos neurénios de
primeira ordem, além de bloquear canais de sddio, célcio e promover a inibicdo
de receptores AMPA e cainato (EISENBERG et al., 2007; WIFFEN et al., 2013).

O uso de antidepressivos também se mostra bastante importante no
tratamento da DNP. Nesta classe de medicamentos destacam-se o0s
antidepressivos triciclicos, como amitriptilina, imipramina e nortriptilina, que além
de inibirem a recaptacédo de serotonina e noradrenalina, também bloqueam os
canais de sodio e os receptores NMDA, reduzindo a transmissdo nociceptiva.
Tém-se também os antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (ISRSN), como a venlafaxina e a duloxetina que ao inibirem a
recaptacdo de ambos neurotransmissores, permitem maior estimulo das vias
inibitérias da dor. Por ultimo, tém-se os inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina como fluoxetina, paroxetina, citalopram e sertralina, porém estes séo
menos eficazes, pois mantém apenas a acdo da via serotoninérgica, 0 que 0s
difere dos antidepressivos triciclicos e dos ISRSN e destaca a importancia da via
noradrenérgica como via inibitoria da dor (KERR et al., 2015; SINDRUP et al.,,
2005; MENDLIK e URITSKY, 2015).



45

Desta maneira, fica claro que os antidepressivos e anticonvulsivantes
agem reduzindo a transmisséo do impulso nociceptivo e/ou estimulando as vias
inibitérias nociceptivas, reduzindo a sensacao de dor pelos pacientes (SINDRUP
et al.,, 2005). Outro aspecto relevante é que o0s antidepressivos e 0s
anticonvulsivantes também agem reduzindo a ansiedade, melhorando a
qualidade do sono e o comprometimento psicolégico do individuo, que
geralmente possui outra doenca de base, o que também auxilia no combate
subjetivo da dor e melhora significativamente a qualidade de vida dos pacientes
(MAIZELS e MCCARBERG, 2005).

Outro grupo de farmacos utilizados para o tratamento da DNP séo os
opidides como codeina, metadona e tramadol, 0os quais também desempenham
papel importante frente a DNP. A eficacia destes farmacos é comparada a dos
antidepressivos triciclicos e agem, de maneira geral, como agonistas dos
receptores opioddes tipo U, kappa e delta, reforcando a acéo fisiologica das
endorfinas e das vias inibitérias da dor. Eles também inibem a liberacdo de
substancia P, hiperpolarizando os neurdnios aferentes do corno dorsal da
medula espinhal, reduzindo a experimentacdo de dor (MENDLIK e URITSKY,
2015).

Como viés a terapéutica com todas estas classes de farmacos, esta a
auséncia do alivio completo da dor e a inducao de efeitos adversos expressivos
- fatores que diminuem a adesao ao tratamento e reduzem ainda mais seus
beneficios. Entre os efeitos adversos dos anticonvulsivantes, pode-se citar
sonoléncia, tontura, fadiga, ndusea, sedacédo, ganho de peso, diplopia (para
carbamazepina) e discrasia sanguinea (MAIZELS e MCCARBERG, 2005); para
0s antidepressivos, observa-se sudorese, tonturas, hipotensdo ortostética,
constipacao, dispepsias, aumento no risco de suicidio para jovens e criancas,
além da impossibilidade de uso dos antidepressivos triciclicos em pacientes
cardiopatas (MAIZELS e MCCARBERG, 2005); Por ultimo, os farmacos
opibides, caracterizam-se por provocar hipotenséo, bradicardia, constipacéo,
nausea, vomito, retencao urinaria, sedacgéo e sonoléncia (CARTER, 2014).

Neste sentido, faz-se necessario a utilizacdo de abordagens alternativas
mais eficientes e com menor niumero de efeitos adversos para o tratamento da
DNP. Atualmente, ha uma série de pesquisas utilizando novos compostos em

estudos clinicos e pré-clinicos. Como exemplo, cita-se Rice e colaboradores
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(2014) que realizaram estudo clinico de fase 2, administrando EMA401 100mg
duas vezes por dia, substancia antagonista seletiva de receptor de angiotensina
[I, que também € expresso em neurbnios nociceptivos. Os autores verificaram
capacidade indutora de analgesia comparada com os melhores tratamentos ja
utilizados para dor neuropética pos-herpética. No entanto, ressaltam que a
auséncia de efeitos adversos do composto, sugere que a dose terapéutica pode
ser melhor estudada, obtendo resultados ainda mais promissores no alivio da
dor.

Outra terapia experimental que mostra-se com alto potencial entre as
relatadas na revisdo de Papanas e Ziegler, (2016), € o uso da microgabalina
(DS-5565), que também em estudo de fase 2 demonstrou ser eficaz na reducéo
da dor, sendo segura e bem tolerada nas doses de 15, 20 e 30 mg/dia
(administradas através da via oral), que evidencia sua potencialidade para o
tratamento de dor neuropatica periférica de origem diabética (VINIK et al., 2014).

Cabe mencionar também que Sawynok, (2014) relata que a analgesia
induzida por substancias topicas, é da mesma ordem de magnitude da analgesia
induzida por medicamentos orais. Este fato confere interesse a esse tipo de
terapia devido a reducéo de efeitos adversos sistémicos, assim como interacées
medicamentosas. Neste sentido, Bertrand e colaboradores (2015) avaliaram o
alivio da dor em estudo duplo cego provocado por creme contendo manitol,
reduzindo o nivel de dor pelos pacientes, provavelmente frente a efeito sobre
receptores TRPV1. Campbell e colaboradores (2012) também realizaram estudo
duplo cego controlado por placebo aplicando gel contendo clonidina, um
agonista a2-adrenérgico, através da via tdpica verificando alivio da dor nos pés
de individuos diabéticos.

Seguindo este tipo de tratamento, chama-se atencdo as formulacdes
topicas existentes no mercado farmacéutico. Entre elas, mencionam-se 0s
cremes compostos por anestésicos topicos, como lidocaina, que inibe a
transmissao sinaptica provocando alivio da dor através do bloqueio dos canais
de sodio de fibras Ad e C. Contudo, este Unico mecanismo de acao, restringe o
uso da lidocaina e sua eficécia, isto porque o impulso nociceptivo, principalmente
em pacientes com DNP, é complexo e multifatorial (DYVEKE et al., 2015).

Acompanhando estas estratégias terapéuticas, e conferindo interesse a

presente pesquisa, chama-se atencdo as terapias topicas contendo
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capsaicinbides, também disponiveis no mercado farmacéutico, como por
exemplo, os cremes, locdes e adesivos transdérmicos que provocam alivio da

dor, mas também induzem efeitos adversos significativos.

3.4 Capsaicindides

Os capsaicindides sdo compostos alcaldides, metabdlitos secundarios
das pimentas do género Capsicum, caracterizam-se por sua agao pungente e
sao representados pela capsaicina (CAPS), dihidrocapsaicina (D-CAPS) (Figura
1), nordihidrocapsaicina, homodidihidrocapsaicina e homocapsaicina
(WAHYUNI et al., 2013; KOLEVA et al., 2013). A CAPS foi o primeiro
capsaicindide isolado em 1816, sua estrutura quimica foi elucidada em 1919, e
sua sintese ocorreu pela primeira vez em 1930. Seus analogos foram isolados
posteriormente em 1961 sendo nomeados como capsaicindides (CHHABRA et
al., 2012; PAPOIU e YOSIPOVITCH, 2010).

A CAPS e a D-CAPS (Figura 1) compdem 90% dos capsaicindides, agem
de forma equivalente sobre os receptores TRPV1 (em niveis de concentracdo
nanomolar), possuindo capacidade indutora de pungéncia 2 a 3 vezes maior
quando comparado as outras moléculas e, serdo designados como
capsaicindides nesta tese (WAHYUNI et al., 2013; KOLEVA et al., 2013). Ambas
as substéancias sao lipofilicas, diferem-se pela presenca de uma dupla ligacao na
cadeia carbbnica lateral (Figura 1), possuem coeficiente de particdo
octanol/agua (Log P) de 3,33 para a CAPS e 4,11 para a D-CAPS e peso
molecular de 306 e 308, para CAPS e D-CAPS, respectivamente (DOMOTOR et
al., 2007; JANCSO et al., 2008; CONTRI et al., 2011; ANAND e BLEY, 2011;
YOU et al, 2013; JANOS, 2014; WANG et al., 2015; POHLMANN, et al., 2016).
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Figura 1. Estrutura quimica da (a) capsaicina (b) dihidrocapsaicina.
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Quanto a farmacocinética, sabe-se que a CAPS e a D-CAPS séo
rapidamente absorvidas quando administradas via oral, possuem alta taxa de
ligacdo as proteinas plasmaticas (sendo que para a CAPS é maior que 90%) e
sdo rapidamente metabolizadas pelas enzimas microssomais do citocromo P-
450 no figado, antes de atingir a circulacdo sistémica. A eliminacdo dos
compostos ocorre majoritariamente através da urina, excretados na forma de
seus metabdlitos, e possuem um curto tempo de meia vida para ambos 0s
farmacos (sendo de aproximadamente 25 minutos, para a CAPS) (SURESH e
SRINIVASAN, 2010; DE LOURDES, GONZALEZ e VAZQUEZ, 2011). Estes
dados sédo corroborados por estudos realizados por Chaiyasit e colaboradores
(2009) que avaliaram o perfil farmacocinético da CAPS em 12 voluntarios
saudaveis que ingeriram 25 mg do farmaco. A CAPS foi detectada em plasma
10 minutos apés sua administracdo, sendo que a concentracdo maxima (Cmax)
foi de 2,5 ng/mL; o tempo necessario para atingir essa concentragdo maxima
(Tmax) foi de 45 minutos e a area sob a curva (ASC) do farmaco foi de 104
ng.min/mL - dados que caracterizam seu rapido metabolismo hepético, que
aparentemente € similar em microssomos de humanos, ratos e cdes (DE
LOURDES, GONZALEZ e VAZQUEZ, 2011).

Entretanto, quando os capsaicindides sdo administrados através da via
tépica muda-se essa perspectiva. O trabalho conduzido por Chanda e
colaboradores (2008) no qual capsaicinoides foram administrados na pele apos
serem dissolvidos em solucbes de alcool isopropilico, 6leo mineral e
propilenogilicol, na dose de 150 pg em 12 voluntarios, determinou que o tempo
de meia vida dos capsaicindides foi de aproximadamente 24h (em todas as
formulagdes), enquanto que os valores de ASC e Cmax, para a solugéo de alcool
isopropilico, que obteve maior absor¢cao dos farmacos, foi de 25 pg e 352 ug/h,

respectivamente. Estes estudos levaram a concluséo de que a CAPS e a D-
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CAPS possuem particdo e eliminacdo semelhantes no estrato cérneo de
humanos, mostrando que suas diferencas fisico-quimicas n&o foram
significativas a ponto de alterar estes parametros. Por ultimo, pode-se mencionar
que a diferenca no ti2 dos farmacos, quando administrados via tépica ou via oral,
pode ser justificada pela grande variagcado de metabolismo via citocromo P450 na
pele e nos hepatécitos (CHANDA, et al., 2008; PERSHING et al., 2004). Este
alto valor do ti2 na pele, quando comparado ao ti2 sistémico, também torna a
utilizacdo de capsaicinodides através da via tépica, que é o sitio de acdo dos
capsaicindides frente a DNP, mais atraente, pois ficaria maior tempo em contato
com seu local de acédo especifico, permitindo assim sua atividade terapéutica
adequada (CHANDA et al., 2008).

Em relagédo a farmacodinamica, estudos tém mostrado diferentes efeitos
dos capsaicindides. Foram observados desde efeitos protetores
gastrointestinais, até efeito contra prurido e dor proveniente de erupcdes
cutaneas, efeitos contra psoriase, supressdo de tumores, aumento do
metabolismo lipidico e, principalmente, contra DNP (HAYMAN e KAM, 2008; DE
LOURDES, GONZALEZ e VAZQUEZ, 2011; AGGARWAL et al., 2008).

A CAPS é um farmaco agonista potente e altamente seletivo dos
receptores TRPV1 — canais de calcio controlados pelo ligante — bastante
encontrados na membrana plasmatica e reticulo endoplasmatico de neurénios
sensoriais periféricos, principalmente fibras C (onde se encontram em maior
concentracdo) e fibras Ad (em menor quantidade). Estas fibras C e Ad, séo
amplamente localizadas em derme, epiderme, epitélio respiratorio e lingua,
respondendo principalmente a altas temperaturas (maiores que 43°C) e pH &cido
(pH < 6,0) (DE LOURDES, GONZALEZ e VAZQUEZ, 2011; PERSHING et al.,
2004; ANAND e BLEY, 2011).

Em relacdo ao mecanismo de acdo da CAPS frente a DNP, sabe-se que
a ativacao dos receptores TRPV1, induz uma cascata de processos bioquimicos
que resultam primeiramente na inativacdo dos canais de sédio voltagem
dependente, o que inibe o influxo deste ion ao interior celular, e da inicio a
reducdo da excitabilidade e responsividade neuronal. A ligagcdo aos receptores
TRPV1 também leva ao aumento nas concentracdes de calcio intracelulares
(tanto pelo aumento da permeabilidade deste ion a membrana plasmatica como

por estimulo direto sobre o reticulo endoplasmatico, que passa a liberar célcio
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no meio intracelular), o que provoca a ativagdo de enzimas céalcio dependente
(como proteases celulares), levando a despolimerizagcdo dos microtubulos
celulares e, consequente, ao rompimento do citoesqueleto neuronal e transporte
axonal. Somando-se a isto, o farmaco também age no sitio de acdo da
ubiquinona das mitocdndrias existentes nos terminais periféricos neuronais,
onde se liga de maneira competitiva e, juntamente com as altas concentracdes
de calcio intracelular, inibem a cadeia de transporte de elétrons e a respiracéo
celular (ANAND e BLEY, 2011). Esse conjunto de atividades leva a
desfuncionalizagdo dos neurdnios nociceptivos, perda da integridade da
membrana celular, deplecdo de substancia P, glutamato e peptideo
genéticamente relacionado a calcitonina. Desta forma, ocorre um colapso das
terminac@es nervosas e perda da resposta neuronal a estimulos nociceptivos por
periodos prolongados, aliviando, portanto a DNP (ANAND e BLEY, 2011).

Destaca-se também, que a CAPS exerce acao nas fibras Ad e C,
provocando o alivio da dor relacionada principalmente ao calor, mas ndo ha
perda do tato e sensibilidade ao frio, como ocorre com outros analgésicos
tépicos, como por exemplo, lidocaina (NOLANO et al., 1999). A inibicao do
processo nociceptivo realizado pela CAPS, no entanto, s6 acontece quando ha
um estimulo persistente sobre os receptores TRPV1, pois em casos de
estimulacdo intermitente, ha estimulo neuronal com a consequente sensacao de
dor em queimacao, picadas e coceiras; isto porque, o influxo de calcio provocado
pela CAPS, auxiliaria na deflagracédo do impulso nociceptivo, ndo em sua inibicéo
(ANAND e BLEY, 2011).

Atualmente, a CAPS é encontrada em diferentes formas farmacéuticas no
mercado. Chama-se atencdo aos cremes, lo¢cdes e ao adesivo transdermico
contendo capsaicinoides. O adesivo contém altas concentracées de CAPS (8%),
enguanto que os cremes e lo¢cdes apresentam-se com 0,025% ou 0,075% do
farmaco.

A alta concentracdo de CAPS no adesivo exige uma série de cuidados
antes, durante e apOs sua aplicacdo. Antes da aplicacdo, € importante a
utilizacdo de cremes contendo lidocaina, evitando dor excessiva induzida pela
propria CAPS. Quanto a aplicacdo, esta deve ser de 30 minutos quando
colocado nos pés, e de 60 minutos quando administrado em outras partes do

corpo. As aplicacbes devem ser realizadas por médicos ou sob supervisao
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médica; para garantir a seguranca dos pacientes frente a algum transtorno
gerado pela grande exposicdo aos capsaicindides. Apds esse tempo de
aplicacao, retira-se o adesivo com cuidado, e a area tratada é limpa com gel
fornecido pelo proprio fabricante. Os pacientes posteriormente, também devem
ter cuidados nos primeiros dias ap0s a aplicacdo do adesivo, evitando, por
exemplo, o contato da area tratada com roupas contaminadas com os farmacos
Ou com outros materiais que possam provocar dor. Nao obstante, os pacientes
sdo acompanhados via telefone nos periodos de 24h, 72h e 96h apds a aplicacao
do adesivo. Neste momento, os pacientes devem relatar dores e sanar davidas
com os profissionais. O intervalo para repetir o tratamento € de 3 meses ou mais
(BARANIDHARAN, DAS e BHASKAR, 2013).

Por outro lado, os cremes contendo capsaicindides, sdo pouco efetivos,
devem ser aplicados 3-4 vezes ao dia e fornecem apenas alivio parcial da dor.
Isto dificulta a adeséo ao tratamento e a eficacia frente aos processos de DNP.
Somando-se a isto, 0os cremes e adesivos apresentam uma série de efeitos
adversos que dificultam sua utilizacao pelos pacientes. Entre estes efeitos, pode-
se citar sensacdo de queimacao local, eritema, prurido, papulas, vesiculas,
edema, inchaco e secura na pele, assim como outros efeitos adversos
considerados pouco comuns, como hipertenséao, disgeusia e irritacdo nos olhos
(ASTELLAS, 2013; KERN et al., 2013; DERRY et al., 2013).

Frente a estes inconvenientes, o desenvolvimento de formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, como nanocdpsulas poliméricas,
contendo capsaicindides torna-se uma alternativa atraente para melhorar a
eficacia, aumentar a adeséo ao tratamento, reduzir os seus efeitos adversos e,

consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

3.5 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sédo sistemas carreadores de farmacos,
estaveis e eficientes, e englobam as nanocapsulas e nanoesferas, as quais se
diferem de acordo com sua estrutura e composi¢cdo. As nanocapsulas sao
sistemas poliméricos, que geralmente possuem diametro de 100 a 500 nm, e
apresentam-se como um nucleo oleoso envolto por uma parede polimérica,

sendo que o farmaco encapsulado pode ficar no compartimento oleoso e/ou no
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sistema polimérico, assim como adsorvido na interface particula/agua. Por sua
vez as nanoesferas séo sistemas matriciais poliméricos e o farmaco fica dentre
o sistema polimérico ou adsorvido a sua superficie (MORA-HUERTAS, FESSI e
ELAISSARI, 2010; HOFFMEISTER et al., 2012).

As vantagens na utilizagdo das nanocépsulas, em relagdo as
nanoesferas, sdo a alta eficiéncia de encapsulacédo de farmacos lipofilicos e o
baixo contetdo de polimero, o que facilita sua degradacéo, quando comparado
as nanoesferas. As nanocapsulas também promovem a protecdo dos ativos
frente a condicdes adversas como temperatura, oxigénio, luz e pH, sendo
bastante pesquisadas para a entrega seletiva e prolongada de farmacos no sitio
de acdo do medicamento; fato que pode aumentar a adesédo e eficacia do
tratamento (mesmo com reducdo de dose) e diminuicdo dos efeitos adversos
provocados pelos farmacos (BERNARDI et al., 2008; GUTERRES, ALVES e
POHLMANN, 2007; LENZ et al., 2012; ALAM et al., 2010).

As nanocapsulas poliméricas sao passiveis de serem administradas por
diferentes vias, tais como oral, intravenosa, pulmonar e tépica (DOMB et al,
2007). Isto faz destes sistemas excelentes alternativas para distintas aplicacdes
diante de diversas patologias, como as doencas que acometem o0 sistema
nervoso central, canceres, pulméo, coracdo e dor com origem neuropatica
(DOMB et al, 2007).

Quanto ao tratamento frente & DNP através da via topica, estas particulas
promovem um contato intimo com a pele de maneira duradoura, podendo
promover a entrega gradual e seletiva de farmacos em derme e epiderme viavel
(ALVES, 2006; CONTRI 2013a), que sao locais de alta concentracdo dos
receptores para dor (como receptores TRPV1), tornando assim, estes sistemas
com potencial para o tratamento da DNP. Esta afirmativa € corroborada por
pesquisas, como por exemplo, a realizada por Raza e colaboradores (2014), que
encapsularam CAPS em suspensao de carreadores lipidicos nanoestruturados
e obtiveram sistemas nanomeétricos com baixo indice de polidisperséo, potencial
zeta negativo e melhor efeito terapéutico frente a hiperalgesia térmica. Estes
resultados foram observados quando estes carreadores lipidicos
nanoestruturados foram incorporados em géis de carbopol, comparados a um
creme convencional e gel com dispersédo dos farmacos. Neste mesmo sentido,

Garcia e colaboradores (2011) associaram amitriptilina, imipramina e doxepina
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as nanocapsulas poliméricas de poli(lactideo-co-glicolideo), as caracterizaram e
aplicaram através de injecdo intraplantar em modelo de DNP. Os autores
verificaram que as particulas eram nanométricas, com baixo indice de
polidispersao, e proporcionaram um perfil de liberagdo controlada dos farmacos.
Na avaliacdo frente a alodinia e hiperalgesia térmica foi verificado que as
nanocapsulas contendo os farmacos mostraram efeito terapéutico superior
quando comparadas com as solu¢des contendo farmaco livre, com destaque
para as hanocpsulas contendo doxepina que apresentaram melhor efeito frente
a alodinia e hiperalgesia termica, tornando este sistema uma alternativa
potencial para tratamentos que visam o alivio da dor.

Por ultimo, destacamos os trabalhos de Contri e colaboradores (2010;
2011; 2013a; 2014) pertencentes ao nosso grupo de pesquisa de Sistemas
Nanoestruturados para Administracdo de Farmacos, que desenvolveram e
caracterizaram suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo
capsaicinéides como alternativa para o tratamento da DNP. Ao desenvolver as
suspensdes de nanocapsulas, utilizando como polimero o Eudragit RS100°%, os
autores obtiveram suspensdes com particulas nanométricas (com
aproximadamente 140 nm de diametro), de carater monomodal, potencial zeta
positivo (proximo de 10 mV) e alta eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos
(aproximadamente 100%). Também verificaram que as suspensdes mostraram-
se estaveis durante 90 dias, promovendo liberacdo prolongada dos
capsaicindides (liberacdo de aproximadamente 40% dos farmacos em 96h)
seguindo uma cinética monoexponencial, caracterizando liberacdo dos farmacos
através de difusdo e relaxacdo da cadeia polimérica da particula. As
caracteristicas fisico-quimicas foram consideradas adequadas pelos autores e
estimularam mais estudos para avaliar o potencial destas suspensdes ha
melhoraria da atividade farmacologica e reducdo dos efeitos adversos dos
capsaicindides. Sendo assim, foi proposta a utilizacdo destas suspensdes para

compor a estrutura de hidrogéis de quitosana para aplicacéo via topica.

3.6 Hidrogel de quitosana contendo capsaicinéides nanoencapsulados
(HQNCcaps)
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Com o propésito de viabilizar a administracdo tdpica das suspensdes de
nanocapsulas poliméricas contendo capsaicindides, de melhorar o efeito
terapéutico, e de reduzir os efeitos adversos do tratamento da DNP utilizando
estes farmacos, Contri e colaboradores (2010) propuseram e desenvolveram
HQNCcaps. Os autores iniciaram o trabalho realizando estudo de otimizacdo da
formulacédo do hidrogel utilizando agua em sua composi¢ao, que posteriormente
foi substituida pelas suspensdes de nanocapsulas poliméricas. Neste estudo,
variou-se a concentracdo de quitosana (médio peso molecular) em 2,0; 3,5 e
5,0%; e &cido latico em 1,5; 2,0 e 3,5% na formulagcdo, mantendo constante a
concentracdo de agua e diazolinidilureia (0,5%). Os géis foram caracterizados
de acordo com o perfil reoldgico e pH. Apos a caracterizacao, foi definido que o
hidrogel com 2,5% de quitosana e 1,5% de &cido latico mostrou-se mais
adequado para aplicacao tépica. Isto porque, os valores de pH, consisténcia e
indice de fluxo, foram considerados mais apropriados para aplicacdo topica
destes sistemas. Estes hidrogéis ainda apresentaram um comportamento
reoldgico do tipo pseudoplastico, considerado adequado para aplicagdo cutanea
e modelado matematicamente de acordo com equagao proposta pelo modelo de
Ostwald (Contri et al., 2010).

A partir destes resultados, e de conhecimento que o hidrogel mantém as
estruturas nanométricas em sua composicao, 0s autores substituiram 50% da
agua que compunha a formulagdo inicial do hidrogel, por suspensdo de
nanocapsulas poliméricas e, em seguida, caracterizaram os hidrogéis obtidos.
Foi observado que a adicdo das suspensdes de nanocépsulas néo alterou o pH
dos hidrogéis, porém provocou aumento da viscosidade do sistema, indicando
alteracdo da reticulacdo das cadeias de quitosana pelas nanoparticulas. Além
disto, o hidrogel composto com as suspensdes de nanocapsulas poliméricas
também manteve o comportamento reoldgico pseudoplastico seguindo o modelo
matematico de Ostwald. Em seguida, os teores de capsaicinoides no hidrogel
foram avaliados, situando-se em valores proximos a 100% das concentragcdes
teoricas (Contri et al., 2010).

Na sequéncia, foi realizado estudo de liberacdo dos capsaisinoides
comparando 0 HQNCcaps com outros dois tipos de hidrogéis de quitosana
contendo capsaicindides: um dissolvido em solucdo etandlica (Hidrogel-ET), e
outro composto por solugcdo micelar (Hidrogel-MS). Foi observado que o
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HOQNCcaps promoveu uma liberagdo prolongada e sustentada dos
capsaicindides, liberando aproximadamente 42% de CAPS e 31% de D-CAPS
em 96h; enquanto que o Hidrogel-ET liberou 81% de CAPS e 74% de D-CAPS;
e o Hidrogel-MS liberou 72% de CAPS e 59% de D-CAPS, neste mesmo periodo
- 96h (Contri et al., 2010).

Em trabalho subsequente, foram avaliadas a adeséo e a permeacao dos
capsaicinbéides em pele de porco através do método de célula de Franz e célula
de Franz modificado. Neste estudo, comparou-se 0 HQNCcaps, com um hidrogel
de quitosana (HQ) composto por solucdo micelar de capsaicindides e um
hidrogel de hidroxietilcelulose, também composto com suspensdo de
nanocapsulas poliméricas contendo capsaicinoides. No estudo de washability,
foi observado que ocorre maior retencdo dos farmacos na pele quando
administrados na formulagdo do HQNCcaps, pois a perda dos farmacos a partir
da pele ao ser administrado nesta formulacao foi 2 vezes menor para a CAPS e
2,5 vezes menor para a D-CAPS quando comparado ao HQ composto com
solugdo micelar e; 1,3 e 1,4 vezes menor, para CAPS e D-CAPS,
respectivamente, quando comparado ao hidrogel de hidroxietilcelulose. Isto
ocorre, provavelmente, devido ao aumento da area superficial de contado das
nanocapsulas com a pele e também pelo efeito bioadesivo provocado pelo
polimero que compde a parede polimérica das nanoparticulas, assim como pelo
polimero catiénico formador do hidrogel, a quitosana (Contri et al., 2013a).

No estudo de penetracdo e permeacdo cutanea, quando foi avaliada a
concentracdo dos capsaicindides nas camadas da pele que foram utilizadas
previamente no teste de washability, houve maior concentracéo dos farmacos na
derme e epiderme, quando os capsaicindides foram administrados na
formulagdo HQNCcaps. J& N0 meio receptor houve maior concentracdo de
capsaicindides, quando os farmacos foram administrados na formulacao hidrogel
de hidroxietilcelulose formulado com as nanocapsulas poliméricas contendo os
capsaicinodides, indicando maior permeacao dos farmacos quando administrados
através deste hidrogel de hidroxietilcelulose (Contri et al., 2013a).

Quanto ao estudo de penetracdo cutanea, realizado durante 5h sem
execucdo prévia do ensaio de washability, os resultados mostraram que o0
HQNCcaps € 0 hidrogel de hidroxietilcelulose contendo capsaicindides

promoveram maior retencdo dos farmacos na epiderme, enquanto que na derme
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h& maior concentracédo de capsaicindides quando administrados na forma de HQ
composto por solucdo micelar. No meio receptor ndo houve diferenca
significativa na concentracdo dos farmacos. Os autores sugerem que esta
diferenga ocorre, provavelmente, pelo aumento da permeabilidade dos farmacos
quando em solucdo micelar, associado a permeac¢do mais lenta das
nanocapsulas nas camadas da pele e liberacdo gradual dos capsaicinoides a
partir das nanocapsulas(Contri et al., 2013a).

Por altimo, também foi realizado um estudo para avaliar em humanos o
efeito irritante local, principal efeito adverso dos capsaicindides. Foram avaliados
0s seguintes grupos: HQNCcaps, 0 creme comercial de referéncia no mercado
farmacéutico e o hidrogel de quitosana contendo capsaicinodides solubilizados
em solucdo etandlica (HQETcaps). Observou-se que 0 HQNCcaps Nd0 causou
eritema na pele dos voluntarios humanos, enquanto que houve o
desenvolvimento de eritema quando os farmacos foram administrados na
formulagdo comercial e na formulagdo HQETcaps. Ainda neste estudo, em
relacdo a perda transepitelial de agua e alteracdo de pH, ndo houve diferencas
entre as formulagcdes. Quanto a analise sensorial, o creme comercial e 0
HQETcaps apresentaram maior sensacdo de irritagcdo cutdnea quando
comparado ao HQNCcaps. Finalmente, no estudo de permeacgédo cutanea,
verificou-se que apos 30 horas de experimento, a formulacdo HQETcaps,
promoveu maior transposicdo dos capsaicindides através da pele, seguida do
creme comercial e, posteriormente, do HQNCcaps. Este conjunto de resultados
sugere, portanto, que a irritacdo pode estar associada com a rapida liberacéo e
absorcdo dos capsaicindides na pele, fenbmenos contornados pela
nanoencapsulacdo (CONTRI et al., 2014).

Diante do exposto, fica evidente que 0 HQNCcaps provoca menos efeitos
adversos na pele de voluntarios humanos e também se mostra como uma
possivel forma farmacéutica que permite aprimorar o tratamento da DNP com
capsaicindides. A formulacédo desenvolvida pode, em hipétese, promover maior
liberagdo dos capsaicindides no local de maior prevaléncia dos receptortes
TRPV1 (derme e epiderme) durante maior tempo. Estes resultados estimulam a
realizacdo de pesquisas complementares utilizando 0s HQNCcaps,
especificamente, a realizacdo de estudos pré-clinicos que mostrem a eficacia

farmacoldgica da formulacdo desenvolvida em modelo animal de DNP, e a
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andlise dermatofarmacocinética, utilizando a técnica de microdidlise, dos

capsaicindides a partir da estrutura destes hidrogéis (CONTRI et al., 2014).

3.7 Modelo Animal de DNP

Os modelos animais de DNP séo sistemas experimentais que simulam as
neuropatias observadas em humanos e sdo essenciais para identificar e
compreender 0s mecanismos pelo quais ocorre 0 processo neuropético, bem
como para avaliar novas terapias que possam provocar o alivio e 0 manejo
adequado da dor (RALSTON, 1998). Existem varios modelos animais de DNP e
sdo desenvolvidos por lesdes periféricas traumaticas, metabdlicas ou toxicas,
como bem relatam as revis6es de Challa (2015), Jaggi, Jain e Singh (2011) e
Thakur e Srivastava (2016). Nesta subsesséo descreve-se os modelos por leséo
traumatica que envolvem a transsecgao, constricdo ou ligagédo parcial do nervo
cidtico em ratos ou camundongos que, apoés lesados, desenvolvem
comportamentos de autoprotecdo e apresentam reacdes exacerbadas frente a
estimulos mecéanicos (alodinia) e térmicos.

O modelo de transsec¢do completa do nervo cidtico € o modelo mais
antigo de dor neuropatica em animais e envolve a sec¢do completa do nervo
ciatico ao nivel da coxa juntamente com seccdo do nervo safeno adjacente,
induzindo desnervagdo completa do membro. Este modelo produz dor
caracteristica de sintomas clinicos de "membro fantasma", condicdo conhecida
como anestesia dolorosa, que se caracteriza por sensacao de dor onde ndo ha
qualquer entrada sensorial, circunstancia que surge em humanos apos
amputacao de membro ou lesdes espinhais transversais (CHALLA, 2015). Neste
modelo no entanto, os animais demonstram autotomia (automutilacdo)
excessiva, e por isso tem sido substituido por modelos animais de lesdes mais
discretas nos nervos, que séo igualmente eficazes em produzir comportamento
de dor neuropatica (JAGGI, JAIN E SINGH, 2011).

O modelo de constricdo do nervo ciatico, por outro lado, leva a condi¢cdes
patolégicas semelhantes as observadas em neuropatias procedentes de trauma
ou tumor. Este modelo simula a lesdo de fibras nervosas localizadas
principalmente na superficie de nervos periféricos, caracteristica de doencas

como sindrome do tunel do carpo (CHALLA, 2015). A constricao do nervo ciatico,
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geralmente leva a autotomia moderada e a reflexos comportamentais
caracteristicos de alodinia, hiperalgesia e dor espontanea, sintomas que
normalmente atingem seu maximo em 10-14 dias apdés a cirurgia. A constricdo
do nervo cidtico também gera componente inflamatério além do neuropatico,
mostrando grande reducgéao de fibras A e rompimento dos axdnios que compde
as fibras Ad, enquanto que as fibras C tendem a permanecerem intactas
(CHALLA, 2015). Este modelo € considerado mais adequado para avaliar a
alodinia ao frio quando comparado com o modelo de ligacdo parcial do nervo
cidtico, descrito a seguir. Como desvantagem no entanto, a autotomia
apresentada pelos animais também leva a danos nos dedos das patas traseiras,
tornando este modelo inadequado para realizar estudos onde se avalia o reflexo
comportamental de retirada de pata (CHALLA, 2015).

Por dltimo relata-se o modelo de ligagcdo parcial do nervo ciatico
desenvolvido por Seltzer e colaboradores (1990), cuja metodologia foi utilizada
neste trabalho. Este modelo simula uma contusdo nervosa ao invés de
compresséo nervosa, fazendo com que os animais, exibam sinais de alodinia
mecaénica e hiperalgesia térmica (JAGGI, JAIN E SINGH, 2011; CHALLA, 2015;
HUDSON et al., 2001). A ligacdo parcial do nervo ciatico leva a um processo
inflamatoério e liberacdo de substancias neuroativas que induzem a
sensibilizacdo periférica e central. Este processo gera a superexpressdo de
receptores TRPV1 — responsiveis aos capsaicinéides — em fibras A e C nédo
danificadas e um aumento na excitabilidade neuronal (HUDSON et al., 2001), o
que faz deste modelo uma 6tima alternativa para avaliacéo do efeito terapéutico
de formulag6es contendo capsaicinoides. Além disto, o modelo de ligagéo parcial
do nervo ciatico é altamente reprodutivel e o procedimento cirdrgico que induz o
desenvolvimento da neuropatia é de facil execucao, vantagens importantes para
sua utilizacdo. Como desvantagem, no entanto, cita-se que algumas vezes 0s
animais mostram uma autotomia que leva ao dano nos dedos das patas traseiras
gerando a exclusédo do animal do experimento.

Como exemplo de trabalho que avaliou sistemas nanotecnolbgicos
contendo farmacos em modelo de ligagéo parcial do nervo ciatico como proposta
para tratamento da DNP, cita-se o trabalho de Lalani e colaboradores (2015),
gue associou lamotrigina a nanoparticulas de PLGA funcionalizadas ou ndo, com

lactoferrina e transferrina. Os autores verificaram efeito farmacologico superior
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frente a hiperalgesia térmica quando a lamotrigina estava nanoencapsulada,
com destaque as funcionalizadas, quando comparadas com a solucdo do
farmaco, evidenciando que os sistemas nanotecnoldgicos desenvolvidos podem
melhorar a atividade farmacoldgica frente a dor neuropatica. Na mesma vertente
de ideias, menciona-se o trabalho de Garcia e colaboradores (2011) citado
anteriormente, e que também verificou efeitos promissores de antidepressivos
triciclicos quando associados as nanocapsulas poliméricas e avaliados frente a
alodinia mecénica no tratamento de modelo animal de DNP.

Diante do exposto, consideramos importante e adequado avaliar o efeito
terapéutico das formulagcdes contendo capsaicindides, frente a alodinia mecanica
e hiperalgesia térmica em modelo de animal de ligacao parcial do nervo ciatico,
uma vez que simula de maneira adequada a condi¢éo neuropatica em humanos,
bem como mostra-se uma Gtima alternativa para avaliagdo de formulacdes

contendo capsaicindides.

3.8Microdidlise

A microdialise é uma técnica de amostragem in vivo que utiliza sondas
especificas as quais permitem mensurar concentracdes livres de farmaco (néo
ligadas as proteinas), ou de outras substancias, em tecidos ou plasma
(CHAURASIA et al., 2007). Esta técnica € particularmente importante em
pesquisa farmacocinética e farmacodinamica, pois sdo as concentracdes livres
de farmaco as disponiveis para realizar o efeito farmacolégico (CHAURASIA et
al., 2007).

Para a realizacdo dessa técnica, diferentes tipos de sondas de
microdialise podem ser utilizadas. Cita-se, por exemplo, as sondas lineares e
concéntricas, que sao selecionadas de acordo com a pesquisa a ser realizada.
Em relac&o a estudos que envolvem derme e regido subcutanea em animais, as
sondas utilizadas sao as lineares (FIGURA 2), como por exemplo, a sonda CMA
30 (utilizada neste trabalho), cuja porcéo inicial € uma tubulacao de poliimida de
245 mm, que se liga a uma membrana semipermeavel composta de cuprofano.
Esta membrana possui 10 mm de extensdo e um cut-off de 6000 Da, que
determina a seletividade das substancias que podem difundir através da mesma.

Na outra extremidade da membrana ha uma tubulacdo de saida de mesmo
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tamanho e composi¢ao da tubulagcdo de entrada e, assim como a tubulacéo
inicial, tem como funcdo manter o fluxo do liquido que € perfundido pela sonda
e auxilia a insercdo da membrana na regido desejada (LANGE; DE BOER e
BREIMER, 2000; ZHUANG et al., 2015).

A estrutura da membrana destas sondas e seu respectivo cut-off visa
mimetizar a parede de capilares teciduais. Assim, ao infundir um fluido que
simula o liquido intersticial, denominado perfundido, através do limen da sonda
(geralmente 0,5 — 5 pL/min), cria-se na regido da membrana uma diferenca no
gradiente de concentracdo da substancia de interesse entre o0 meio externo
(tecido) e o meio interno da membrana (perfundido). Esse gradiente permite a
difusdo passiva de substancias através da membrana (Figura 2). Desta maneira,
solutos de baixo peso molecular - como moléculas de farmaco - difundem-se
para o liquido perfundido compondo entdo o microdialisado. O microdialisado,
apos coletado, é analisado por métodos sensiveis e especificos, quantificando a
substancia de interesse — que representa uma fracdo da concentracao total de
farmaco livre no meio, isto porque a diferenca de concentracao criada na regiao
da membrana ao infundir o perfundido sob fluxo constante, impede seu equilibrio
entre 0 meio interno e externo obrigando a determinacéo da recuperacao relativa
para possibilitar a determinacao das concentracdes livres teciduais do farmaco
de interesse (UNGERSTEDT, 1991; AZEREDO, DALLA COSTA e
DERENDORF, 2014; ZHUANG et al., 2015; ZIMMERMANN, TORRES, e DALLA
COSTA, 2016).

Para conhecer a recuperacao relativa do farmaco, é necessario realizar a
calibracdo das sondas de microdialise in vitro e in vivo. In vitro calibram-se as
sondas pelos métodos de didlise e retrodilise. Na dialise in vitro determina-se
guanto de farmaco é recuperado no microdialisado a partir do meio externo que
tem concentracdo conhecida; jA na retrodialise in vitro verifica-se quanto de
farmaco é perdido do liquido perfundido, que tem concentracdo conhecida, para
0 meio externo. In vivo faz-se somente a calibracéo por retrodialise, onde se
verifica quanto de farmaco € perdido do perfundido para o tecido onde a sonda
esta inserida (GONZALEZ; SCHMIDT e DERENDORF, 2013).
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Figura 2. Principio da microdidlise. Uma solucéo geralmente fisioldgica (o perfundido) é infundido
através da sonda de microdidlise. Os compostos difusiveis dentro do tecido dérmico difundem-
se pelo gradiente de concentracdo através da membrana de dialise para o limen da sonda,
compondo o dialisado (Adaptado de MELGAARD et al., 2013).

Quando héa igualdade na recuperacao do farmaco por dialise e retrodialise
in vitro entende-se que o farmaco néo se liga a membrana e tubulacdo das
sondas, sendo possivel utilizar-se a recuperacdo determinada por retrodidlise in
vivo para determinar as reais concentracoes teciduais (GONZALEZ; SCHMIDT
e DERENDORF, 2013). No entanto, substancias lipofilicas tendem a se ligar na
tubulacdo da sonda e na membrana de microdialise, levando a diferencas nas
recuperacgfes in vitro determinadas por didlise e retrodialise. Nesses casos,
pode-se empregar a modelagem matematica para estimar as concentracfes
livres teciduais do farmaco levando em consideracdo a taxa de ligagdo ao
sistema (ARAUJO et al., 2008).

Cabe mencionar que entre as vantagens da técnica de microdialise, esta
a reducdo do numero de animais experimentais para a determinacdo da
penetracdo tecidual de farmacos, a possivel investigacdo do perfil de
concentracdo temporal do farmaco por um longo periodo experimental e também
a possibilidade de amostragem simultanea e quantificacdo de farmacos em
diferentes 6rgaos (LANGE; DE BOER e BREIMER, 2000). Como desvantagens,
no entanto, pode-se citar a dificuldade de avaliar farmacos lipofilicos que podem
se ligar a tubulacdo do sistema; a possibilidade de coleta apenas de farmacos
de baixo peso molecular; o fato de que as concentragcdes medidas representarem
a concentracdo media do intervalo de coleta; e a possibilidade da insercéo
tecidual da sonda causar alteragcdes no tecido estudado devido ao trauma e
resposta inflamatéria resultantes, que podem influenciar o experimento (LANGE;
DE BOER e BREIMER, 2000).
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Como exemplo de trabalhos que utilizam de microdidlise dérmica na
quantificacao de farmacos, cita-se o de Wan e colaboradores (2015) que
realizaram estudo de dermatocinética utilizando sondas de microdialise e
observaram que o0s géis compostos por microemulsdes contendo &cido
pseudolarico B produziram maior concentragdo de farmaco livre e total na derme,
quando comparado com o farmaco administrado disperso em gel. Em estudo
realizado no mesmo ano Zhang e colaboradores (2015) produziram
nanoparticulas lipidicas sélidas contendo aconitina, e compararam a penetracédo
dérmica do farmaco livre (tintura) e encapsulado através de microdidlise na
derme abdominal de ratos. O estudo mostrou que as nanoparticulas
desenvolvidas aumentaram o poder de penetracdo do farmaco na derme
2,26 vezes.

Diante do exposto, podemos afirmar que trabalhos utilizando microdialise
dérmica sdo Uteis na avaliacdo da penetracdo tecidual de farmacos e podem
auxiliar na interpretacao de seu efeito terapéutico. Desta forma, consideramos
relevante realizar estudos de efeito terapéutico e de microdidlise dérmica
comparando a formulacdo HQNCcaps com o creme comercial no mercado

farmacéutico e com 0 HQETcaps.
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O contetdo presente nos topicos materiais, métodos, resultados e
discusséo - ainda ndo publicados - foram excluidos nesta versao parcial da
tese. Entretanto, foram inseridas a seguir as principais consideracdes dos
conteudos retirados. No total, foi suprimido o conteddo presente em 75
paginas da versdao total da tese.

Na secdo de metodologia o texto suprimido continha a metodologia
utilizada na producéo das suspensfes de nanocapulsas (deposicéo interfacial
do polimero pré-formado) e as metodologias utilizadas na caracterizacao destes
sitesmas nanométricos (didmetro de particula, potencial zeta, pH das
suspensdes, eficiéncia de encapsulacdo, teor dos farmacos em suspenséo,
estabilidade e avaliacdo da presenca de cristais de farmaco).

Em relagdo as formulagBes semissolidas foi suprimido o processo de
producdo dos hidrogéis de quitosana contendo capsaicindides
nanoencapsulados, bem como sua caracterizacdo. Na caracterizacdo dos
hidrogéis e do creme comercial foi avaliado o pH das formulacdes, o diametro de
particula (quando produzido com suspensdes de nanocapsulas), aspectos
reolégicos e doseamento dos capsaicindides.

Na sessdo de metodologia também foram suprimidos os diferentes
protocolos utilizados nos estudos farmacodinamicos. Esta sessdo continha a
metodologia de inducdo de neuropatia em camundongos suicos machos, 0s
protocolos experimentais e, também, os testes de avaliacdo das formulacdes
frente a hiperalgesia térmica e alodinia mecéanica em camundongos suicos
modelo de dor neuropatica periférica e a analise estatistica dos resultados.

Retirou-se o desenvolvimento e validacdo da metodologia bioanalitica
para quantificacdo dos capsaicindides via LC-MS/MS em amostras de
microdialisado dérmico. Bem como, todos os ensaios de calibracdo das sondas
de microdidlise dérmica, incluindo as técnicas de dialise e retrodialise in vitro,
estudos de ligacao da dihidrocapsaicina a tubulacdo das sondas, e a calibracéo
das sondas por retrodialise in vivo.

Ainda em relacdo a metodologia, também foi sumprimido o delineamento
dos estudos farmacocinéticos, o protocolo de pesquisa, analise histologica da
pele dos animais, analises estatisticas e metodologia de quantificacdo da

concentracéo total dos capsaicindides na pele.
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Quanto aos resultados de caracterizagcdo das suspensbes de
nanocapsulas foi visto que todas as formulacdes possuiam um perfil de
distribuicAo nanométrico, sem a presenca de contaminantes micrometricos,
potencial zeta positivo, pH levemente acido, teor de farmaco préximo de 100% e
alta eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos. A andlise das formulacdes
semissolidas mostrou que os hidrogéis apresentaram caracteristicas adequadas
para aplicacdo via tOpica, mostrando caracteristicas de sistemas néao-
newtonianos com comportamento pseudoplastico. O teor de farmaco para todas
as formulagbes foi proximo entre si e isto possibilidou a comparacdo das
formulacdes nos estudos dermatofarmacocinéticos e farmacodinamicos.

Os ensaios farmacodinamicos mostraram que a formulacdo HQNCcaps
apresentou caracteristicas promissoras para o tratamento da dor neuropética
periférica. O HQNCcaps mostrou efeito frente a hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica de maneira mais rapida que as outras formulacfes, e também manteve
sua acdo ao longo do experimento de avalaiacdo antinociceptiva durante o
tratamento dos animais. No experimento farmacodindmico executado apds a
interrupdo do tratamento dos animais, 0 HQNCcaps apresentou caracteristicas
semelhantes ao creme comercial frente a hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica.

A metodologia bioanalitica foi desenvolvida e validada possuindo
caracteristicas adequadas para a execucdo dos experimentos
dermatofarmacocinéticos, mostrando alta sensibilidade para a quantificacdo da
CAPS (0,5-100 ng/mL) e da D-CAPS (0,25-100 ngmL). A calibracédo das sondas
de microdidlise in vitro mostrou que h& igualdade na recuperacdo das sondas
por dialise e retrodidlise para a CAPS, enquanto que para a D-CAPS houve
diferenca nestes processos. Este fendmeno de ligacdo da D-CAPS a tubulacéo,
tornou necessario a realizacao de estudos de modelagem matemética dos dados
de calibracdo das sondas. Através da modelagem matematica dos dados,
chegou-se ao valor real de recuperacédo da D-CAPS por dialise e retrodialise —
sendo estatistcamente iguais. Seguido a isso, foi realizada a calibracdo in vivo
das sondas e a execuc¢éo dos experimentos de dermatofarmacocinética com as
formulagoes.

As sondas de microdialise foram comprovadamente inseridas na derme

dos animais através de analise histologica. A concentracao total dos farmacos
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na pele foi igual ao final do experimento de microdialise. No entanto, a
concentracdo de capsaicindides livre na derme abdominal dos ratos wistar foi
superior quando os farmacos foram aplicados a partir da formulacdo HQNCcaps,
mostrando também um perfil de concentragéo livre dos farmacos sustentado e
prolongado. Este diferente perfil de exposicao dos farmacos quando aplicados a
partir da formulagdo HQNCcaps, garantiu a maior exposi¢édo dos capsaicinoides
na derme dos animais quando aplicados a partir do HQNCcaps. Estes resultados
podem estar relacionados ao melhor efeito farmacolégico da formulacdo
HQNCcaps.
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5.8 Discussao Geral

O tratamento da DNP com as formulagbes contendo capsaicinoides
disponiveis no mercado farmacéutico induz efeitos adversos significativos,
destacando sensacao de queimacéao local e eritema, fato que reduz a adeséo
dos pacientes ao tratamento e sua eficacia no alivio da dor. Com o objetivo de
reduzir a incidéncia destes efeitos adversos e melhorar o efeito terapéutico dos
ativos, Contri e colaboradores (2011) desenvolveram suspensdes de
nanocapsulas poliméricas contendo capsaicindides. Diante de caracteristicas
fisico-quimicas consideradas adequadas para essa formulacdo, como tamanho
nanometrico, baixo indice de polidispersao, alta eficiéncia de encapsulacédo e
liberacdo prolongada dos farmacos, passou-se para nova etapa da pesquisa: a
viabilizacéo da aplicacao destas formulacdes através da via tépica. Para isso, foi
realizado estudo de desenvolvimento e otimizacdo da formulacdo HQNCcaps,
associado a caracterizacao fisico-quimica desses sistemas e analise estrutural
do hidrogel (CONTRI 2010, 2013b). Foi verificado que 0 HQNCcaps apresentou-
se como sistema ndo-newtoniano de comportamento pseudoplastico. Além
disso, o hidrogel promoveu a liberacao gradual dos ativos e mostrou a presencga
de estruturas nanométricas em sua composi¢ao, a manutencao da estrutura das
nanocapsulas no sistema. Todos estes resultados representam caracteristicas
fisico-quimicas e reoldgicas adequadas dos hidrogéis para aplicacdo através da
via topica, fato que permitiu dar continuidade a pesquisa.

Em estudo subsequente, Contri e colaboradores (2013a) comprovaram
maior bioadesdo da formulagdo HQNCcaps & pele, quando comparado a um
hidrogel de hidroxietilcelulose contendo nanocapsulas e a propria suspensao de
nanocapsulas poliméricas. Além disto, a formulagdo HQNCcaps também mostrou
um alto poder de deposicao dos capsaicindides em derme e epiderme viavel,
sugerindo que a formulagdo poderia garantir melhor efeito farmacologico dos
capsaicinodides, bem como reducéo de seus efeitos adversos. Essa reducao de
efeitos adversos foi comprovada em trabalho seguinte, destacando-se a reducéo
de eritema e da sensacado de queimacao local quando os capsaicinoides foram
administrados na formulagdo HQNCcaps em comparacdo com a formulagéo
creme comercial e hidrogel de quitosana contendo capsaicindides dissolvidos
em solucéo etanolica (30% de etanol) (CONTRI et al., 2014).



141

Seguindo este conjunto de resultados, executamos 0S experimentos
descritos nesta tese. Primeiramente foi realizada a nanoencapsulacdo dos
capsaicindides em concentracdo intermediaria (1,3 mg/mL) as concentracdes
utilizadas nos trabalhos de Contri e colaboradores, (2010; 2011; 2013a; 2014),
que encapsularam 0,5 mg/mL e 3,0 mg/mL. Essa concentracdo de 1,3 mg/mL
equivale, apds a producéo do hidrogel, a concentracdo dos farmacos presente
no creme comercial. Apos a producéo e caracterizacdo dessas formulacoes, foi
demonstrada a reprodutibilidade das caracteristicas fisico-quimicas das
suspensdes e do HQNCcaps. Essa formulagdo HQNCcaps 1,3 mg/mL foi utilizada
para a investigacao farmacocinética e farmacodinamica.

Para avaliacdo farmacodindmica foi induzida neuropatia em
camundongos suicos através de ligacao parcial do nervo ciético. Apés esta
inducdo, os animais foram tratados com as diferentes formulagdes: HQNCcaps,
creme comercial e HQETcaps, na dose de 50 mg/dia administrada sob a pata
traseira esquerda dos animais, lado onde foi induzida a neuropatia. Durante o
estudo farmacodindmico comprovou-se que a formulacdo HQNCcaps foi a Unica
que garantiu efeito terapéutico frente a hiperalgesia térmica e alodinia mecanica
6 h apos sua primeira aplicacdo. Esse efeito se manteve ao longo do tratamento
(96 h), o que ndo ocorreu para a formulacdo creme comercial e formulacao
HQET caps.

Em outro protocolo de pesquisa farmacodindmico, que também foi
realizado em modelo animal de DNP em camundongos suicos, foi avaliada a
manutencdo da atividade antinociceptiva da formulacdo HQNCcaps € do creme
comercial, em até 6 dias ap6s a interrupcdo do tratamento que durou 96 h.
Observou-se que tanto a formulagcdo HQNCcaps cOmo a formulagdo creme
comercial mantiveram a atividade antinociceptiva frente a hiperalgesia térmica
por 6 dias apOs a interrupcdo do tratamento, sugerindo desfuncionalizacao
persistente das fibras C apos o tratamento com essas formula¢gdes. Na avaliacdo
frente a alodinia mecanica, apenas a formulacdo HQNCcaps apresentou efeito
antinociceptivo significativo apos 2 dias da interrupcdo do tratamento dos
animais, quando comparada ao grupo controle, 0 que n&o ocorreu com o0 creme
comercial.

Diante dos resultados de efeito farmacolégico diferentes para as

formulacbes avaliadas, propbs-se investigar o perfil de exposicdo dos
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capsaicindides livres na derme dos animais, regido onde os farmacos exercem
sua acao. Para verificar essa exposicdo realizou-se um estudo de
dermatofarmacocinética empregango-se a microdialise dérmica.

Para a execucdo do estudo de microdidlise dérmica, no entanto, fez-se
necessario o desenvolvimento e validacdo de metodologia bioanalitica que
permitisse a quantificacdo de capsaicindides em microdialisado dérmico de
ratos, utilizando solucdo de Ringer como meio de perfusdo. O método foi
desenvolvido utilizando a técnica de LC-MS/MS, guantificando-se
simultaneamente a CAPS e a D-CAPS. O método mostrou-se rapido e
especifico, destacando-se o pequeno volume de inje¢cdo de amostras (2 pL),
bem como o baixo limite de quantificacdo dos capsaicindides - 0,5 ng/mL para
CAPS e 0,25 ng/mL para a D-CAPS. Esse método permitiu a execugdo dos
experimentos de microdialise dérmica e a calibracdo das sondas de microdialise
com concentracdes proximas as encontradas na derme dos animais.

Na calibracdo das sondas de microdialise dérmica in vitro foi verificada
igualdade na recuperacédo relativa da CAPS obtida no processo de dialise e
retrodialise ao se utilizar o fluxo de perfusdo de 0,5 pL/min. Esse resultado
permitiu utilizar os valores de recuperacdo relativa da CAPS, obtidos na
calibracdo das sondas por retrodidlise in vivo, para determinar a concentracéo
real da CAPS no tecido dérmico. Para a D-CAPS, no entanto, foi verificada
diferenca entre a recuperacgéo do farmaco por didlise e retrodialise in vitro. Essa
diferenca ocorreu devido a ligacdo da D-CAPS a tubulacdo de entrada das
sondas de microdialise. Para possibilitar a utilizacdo da retrodialise para
calibracdo das sondas in vivo fez-se necessario modelar matematicamente os
dados de recuperacdo da D-CAPS obtidos in vitro. A determinacdo do
coeficiente de difusdo da D-CAPS permitiu a determinacéo da real recuperacéo
relativa desse farmaco por microdiadlise e sua utilizacdo para correcdo das
concentragdes livres intersticiais dérmicas obtidas in vivo para ambos o0s
capsaicinoides.

Os experimentos de microdialise dérmica mostraram um perfil de
concentracdo dérmica livre de capsaicindides sustentado, pelas 12 h do
experimento, nos animais que receberam a formulacdo HQNCcaps, 0 que néo
ocorreu com a formulagdo HQETcaps € com a formulagdo creme comercial. Este

perfil de concentracéo livre por tempo sustentado garantiu um aumento de 1,6
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vezes na exposicdo dérmica a CAPS, D-CAPS e a soma dos capsaicindides na
derme dos animais, quando comparados as formulacbes creme comercial e
HQETcaps. Esses achados séo importantes e explicam o melhor efeito
terapéutico apresentado pela formulagdo HQNCecaps, principalmente nas
primeiras avaliagdes farmacodinamicas.

O conjunto de resultados encontrados nesses estudos, portanto, indicam
que a HQNCcaps € uma formulagdo com potencial para melhorar o tratamento
de pacientes que sofrem de DNP. Dessa maneira, considera-se importante dar
continuidade aos estudos com a formulacdo HQNCcaps, incluindo um estudo
pormenorizado em humanos que sofrem de DNP, bem como estudos
toxicoldgicos e de ajuste de dose, uma vez que essa pode potencialmente
produzir um alivio rapido da dor em pacientes que sofrem desta condicdo

neuropatica.






6. CONCLUSOES
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6.1 Conclusdes especificas:

6.1.1 Da producéo e caracterizacdo das formulacdes:

v As suspensfes de nanocdpsulas de Eudragit RS100® contendo
capsaicinbides, mostraram-se com tamanho de particula reduzido, com baixo
indice de polidispersdo, pH levemente acido, potencial zeta positivo e alta
eficiéncia de encapsulagéo dos farmacos.

v A formulagdo HQNCcaps mostrou estruturas nanomeétricas, pH levemente
acido e comportamento nao-newtoniano pseudoplastico, caracteristicas

adequadas para administracéo via topica.

6.1.2 Do efeito terapéutico:

e frente a hiperalgesia térmica :

v. A formulacdo HQNCcaps apresentou efeito antinociceptivo nas
avaliacdes de 6h; 24h; 48h e 96h apds o inicio do tratamento dos animais,
enquanto que o HQETcaps € creme comercial apresentaram efeito nas avaliacdes
48h e 96h.

v' As formulag6es HQNCcaps € 0 creme comercial mantiveram seu efeito
terapéutico frente a hiperalgesia térmica 6 dias apés a interrupcao do tratamento

dos animais.

e frente a alodinia mecéanica:

v. A formulacdo HQNCcaps apresentou efeito antinociceptivo nas
avaliacbes de 6h; 24h; 48h e 96h apds o inicio do tratamento dos animais. O
creme comercial apresentou efeito 48h apds o inicio do tratamento, enquanto
gue no tempo 96h seu resultado foi inconclusivo. O HQETcaps mostrou efeito
antinociceptivo na avaliacdo 96h.

v A formulacdo HQNCcaps manteve seu efeito terapéutico frente a
alodinia mecanica 2 dias apos a interrupgéo do tratamento, 0 que nédo ocorreu

com o creme comercial.
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6.1.3 Da validacdo da metodologia bioanalitica:

v A metodologia bioanalitica desenvolvida mostrou ser linear, exata,
precisa, especifica e com alta sensibilidade para quantificagdo da capsaicina (no
intervalo de concentracdo de 0,5 ng/ml a 100 ng/ml) e dihidrocapsaicina (no
intervalo de concentracdo de 0,25 ng/ml a 100 ng/ml) em amostras de
microdialisado dérmico obtidas utilizando solucdo de Ringer como meio de

perfuséo.

6.1.4 Do ensaio de microdialise dérmica:

v' Os perfis de concentracdo da CAPS e da D-CAPS livre em funcéo do
tempo ndo mostraram uma fase de eliminacdo bem definida mesmo ap6s 12h
de experimento quando aplicado a partir das diferentes formulacodes.

v A ASCo-12n da CAPS, da D-CAPS e da soma dos capsaicinoides livres
em funcéo do tempo mostrou um aumento de 1,6 vezes ao ser administrada a
partir da formulagdo HQNCcaps quando comparado com a formulagédo HQET caps
e 0 creme comercial, fato que pode estar correlacionado com o melhor efeito

terapéutico desta formulacao.

6.2 Concluséo geral:

v A formulagdo HQNCcaps mostrou a presenca de particulas nanométricas
e melhor efeito terapéutico frente a hiperalgesia térmica e alodinia mecanica ao
ser comparado com as formulacdbes HQETcaps € ao creme comercial,
promovendo também maior exposicdo dos capsaicinoides livres na derme dos
animais, também ao ser comparada com as formulacées HQETcaps € a0 creme

comercial. A formulagdo HQNCcaps mostra-se promissora no tratamento da DNP.
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8.1 Validacao parcial de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para determinacdo de CAPS e D-CAPS

Para as andlises que determinaram o teor de capsaicindides nas
suspensdes de nanocapsulas, assim como nos hidrogéis e no creme comercial
utilizado no estudo, foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia e o
meétodo desenvolvido por Contri e colaboradores (2011). A validacao parcial da
metodologia, que verifica a competéncia analitica de um método anteriormente
desenvolvido, pode ser realizada segundo a RDC n° 31 de 11 de agosto de 2010
utilizando como parametros a especificidade, linearidade, exatiddo e precisédo
(repetibilidade e precisao intermediaria). O comprimento de onda de deteccéo foi
de 280 nm, vazdo de 0,75 mL/min e coluna de (250 x 4,6 mm, 5,0 um)
(Phenomenex®). A fase mével (FM) isocréatica, constituiu-se de uma mistura de
acetonitrila:dgua (70:30), com pH ajustado a 4,5 com solucdo de acido acétido
2%, foi filtrada através de membrana de celulose regenerada, com porosidade
de 0,45 um, sob vacuo e sonicada.

A especificidade do método para quantificacdo de CAPS e D-CAPS foi
realizada através da obtencdo e comparacédo dos cromatogramas obtidos a partir
da dispersdo e dissolucdo das suspensdes de nanocapsulas contendo os
capsaicindides, com os cromatogramas obtidos a partir da dispersdo e
dissolucdo das suspensdes de nanocapsulas sem os farmacos nas mesmas
condicbes. Os cromatogramas obtidos na analise destas suspensfes estédo
apresentados nas Figuras 28 e 29, respectivamente e pode-se observar que o
método demonstrou especificidade para quantificacdo da CAPS e D-CAPS, uma
vez que nao houve interferéncia cromatografica de nenhum excipiente da

formulacao.
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Figura 3. Cromatograma da diluicdo e dissolucdo das NCB. Pode-se verificar que nao ha
presenca de pico, o que confirma a especificidade de pico para a capsaicina e dihidrocapsaicina
na figura posterior.
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Figura 4. Cromatograma da Capsaicina e dihidrocapsaicina na concentracdo de 10 e 5 pg/mL,
respectivamente.

No ensaio de linearidade foram preparadas diluicbes das substancias
para a construcao de trés curvas de calibracdo, na concentracédo de 0,3; 0,5; 5,0;
10,0; 20,0 e 30 pg/mL para CAPS e de 0,150; 0,250; 5,0; 10,0; e 15 pg/mL para
a D-CAPS. A equacéo da reta foi obtida através de estudos de regresséao linear,
entre a concentracéo dos farmacos e suas respectivas areas. Neste processo de
quantificacdo simultanea dos farmacos obteve-se um coeficiente de correlacéo
de 0,9999 para a CAPS e 0,9998 para a D-CAPS, demonstrando a linearidade

do método, conforme exposto nas Figuras 30 e 31, respectivamente.
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Figura 5. Representacdo grafica da média das curvas padrdo da capsaicina no ensaio de
linearidade.
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Figura 6. Representacéo grafica da média das curvas padrédo da dihidrocapsaicina no ensaio de
linearidade.
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Por atimo, verificou-se a repetibilidade no doseamento dos farmacos em
um unico dia em 6 determinacfes a 100% da concentracao teste, a precisédo
intermediaria em trés dias nesta mesma concentracdo e a exatiddo, que foi
avaliada a recuperacdo dos capsaicindides em 3 concentragbes que
contemplam a concentracdo baixa média e alta da curva. Os resultados foram
avaliados segundo o desvio padrédo relativo (DPR) para a repetibilidade e
precisao intermediaria e a taxa de recuperacao para a exatidao.

A repetibilidade do método para a CAPS mostrou um DPR de 2,40% e
precisdo intermediaria de 2,88%. Para a D-CAPS, a repetibilidade mostrou um
DPR de 1,90% e precisédo intermediaria de 2,37%. Quanto a exatidao, os valores
de recuperacdo do ativo em todos 0s casos encontram-se dentro dos limites
especificiados pela International Conference on Harmonization (ICH — 2005) que
estabelece que a taxa de recuperacdo do ativo deve encontrar-se entre 98% e
102%.

Desta forma, os resultados obtidos para os testes de exatidao,
repetibilidade, precisdo intermediéria e coeficientes de correlacdo obtidos nas
curvas de calibracdo permitem considerar o método validado parcialmente para
o doseamento simultaneo dos farmacos por CLAE, na faixa de concentracdo de
0,3 a 30,0 pg/mL para a CAPS e 0,150 a 15,0 pg/mL para a D-CAPS, quando os

farmacos encontram-se nanoencapsulados.

8.1.2 Especificidade e quantificacdo dos capsaicindides nos hidrogéis de

guitosana

A especificidade do método para a quantificacdo dos farmacos nos
hidrogéis de quitosana também foi realizada e mostrou-se especifica, uma vez
gue a andlise do hidrogel sem farmaco ndo provocou o aparecimento de picos
que possam interferir no pico dos capsaicindides, como pode ser visto nas
Figuras 32 e 33. O que também ocorreu no processo de quantificacdo dos
capsaicindides nas suspensdes de nanocapsulas. Todos os resultados

corroboram com os estudos de Contri e colaboradores (2010).
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Figura 7. Cromatograma da diluicdo e dissolucdo dos HQNCeg. Pode-se verificar que ndo ha
presenca de pico, o que confirma a especificidade de pico para a capsaicina e dihidrocapsaicina

na figura posterior.
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Figura 8. Cromatograma referente as amostras de hidrogel composto por suspensfes de

nanocéapsulas poliméricas contendo capsaicindides (HQNCcaps).

8.1.2 Especificidade e quantificacdo dos nas amostras de pele dos animais

A especificidade do método para a quantificacdo dos farmacos na pele

dos animais também foi realizada e mostrou-se especifica, uma vez que a

analise da pele dos animais sem farmaco ndo provocou o aparecimento de picos

que possam interferir no pico dos capsaicindides, como pode ser visto nas

Figuras 34 e 35. O que também ocorreu no processo de quantificacdo dos

capsaicindides nas suspensodes de nanocapsulas e hidrogel de quitosana.
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Figura 9. Cromatograma de amostras de pele sem farmaco. Pode-se verificar que ndo ha
presenca de pico, o que confirma a especificidade de pico para a capsaicina e dihidrocapsaicina
na figura posterior.
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Figura 10. Cromatograma referente as amostras de pele contendo capsaicindides.

A validacdo da extracdo dos capsaicinoides da pele dos animais foi
realizada aplicando capsaicindides dissolvidos em acetonitrila, HQNCcaps,
HQETcaps € Creme Comercial em concentracéo conhecida sobre 1,8 cm? de pele
de ratos Wistar previamente dissecada e sem farmaco. Assim que as
formulacdes secaram, foi realizada a extracéo dos farmacos da pele dos animais.
Neste protocolo as peles eram picotadas e colocadas em tubos de vidro
contendo 5mL de acetonitrila. Este sistema era agitado em vértex durante 5
minutos e ultrassom durante 30 minutos. Posteriormente, as amostras eram
filtradas com membranda de filtracdo de 0,45 pm e quantificado em CLAE-UV.
Foi obtido uma recuperacdo préxima de 100% para CAPS e D-CAPS nas
amostras de pele que receberam concentracdes conhecidas de farmaco. O
meétodo foi considerado eficaz para a quantificacacao dos capsaicinoides na pele

dos animais.



