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RESUMO

Os capsaicinoides apresentam diversas aplicacOes terapéuticas, entretanto
causam elevada pungéncia quando em contato com a pele e com as
mucosas. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
microparticulas de poli(e-caprolactona) (PCL) contendo capsaicinoides para a
liberacdo prolongada ao longo do trato gastrointestinal, com o propoésito de
otimizar o tratamento da obesidade. As formulacdes foram obtidas com
sucesso pelo método de emulsdo simples e evaporacdo do solvente, nas
concentragfes tedricas de 3, 5 e 10% de capsaicinoides. Valores de
eficiéncia de encapsulacdo acima de 90% foram observados para todas as
microparticulas contendo essas vanillamidas. As microparticulas
apresentaram formato esférico e superficie lisa. O tamanho foi adequado
para uso oral, a fim de permitr uma liberagdo ao longo do trato
gastrointestinal. Nao foi verificada a formacao de ligac6es quimicas entre o
farmaco e o polimero. A microencapsulacdo promoveu a amorfizacdo do
farmaco. As formulagBes prolongaram a liberacdo dos capsaicinoides, sem
alterar a cinética de liberacdo (modelo biexponencial). A microencapsulacéo
foi capaz de aumentar a tolerancia gastrica da capsaicina e da di-
hidrocapsaicina, prevenindo a formacdo de processos inflamatorios no
estbmago dos ratos. As microparticulas contendo 5% de capsaicinoides
tiveram efeito comparavel a ranitidina e ao omeprazol na prevencao de
lesdes ulcerativas induzidas por etanol. Essa mesma formulacdo promoveu a
reducdo estatisticamente significativa do indice de Lee, da gordura
mesentérica e da gordura retroperitonial de ratos com obesidade induzida por
lesdo hipotalamica utilizando L-glutamato monossoédico. Esses ratos também
apresentaram uma melhora expressiva no perfil lipidico e na glicemia, em
comparacgdo aos grupos controle. Com base nos resultados experimentais, é
possivel sugerir que as microparticulas de PCL contendo capsaicinoides séo
alternativas viaveis para o tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Capsaicina. Di-hidrocapsaicina. Liberacdo Controlada.
Microparticulas. Obesidade.



ABSTRACT

Capsaicinoids show several therapeutic uses. However they cause pungency
in contact with skin and mucosae. In that sense, the aim of this study was to
obtain microparticles of poly (&-caprolactone) (PCL) containing capsaicinoids
for prolonged release through the gastrointestinal tract in order to improve the
treatment of obesity. Formulations containing 3, 5 and 10% capsaicinoids
were successfully prepared by simple emulsion/solvent evaporation. Values
of encapsulation efficiency above 90% were observed for these vanillylamide-
loaded microparticles. Microparticles showed spherical shape and smooth
surface. The size was suitable for oral use in order to provide a release
through the gastrointestinal tract. No chemical bonds were observed between
drug and polymer. Microencapsulation led to drug amorphization.
Formulations prolonged the release of capsaicinoids without changing the
release kinetics (biexponential model). Microencapsulation increased the
gastric tolerability of capsaicin and dihydrocapsaicin because it prevented
inflammatory processes in the stomach of rats. Microparticles containing 5%
capsaicinoids had an effect similar to ranitidine and omeprazole in preventing
ulcerative lesions induced by ethanol. This same formulation demonstrated a
statistically significant reduction of Lee index, mesenteric fat and
retroperitoneal fat in rats with obesity induced by hypothalamic lesion using
monosodium L-glutamate. These rats also showed a remarkable
improvement in lipid profile and glucose level compared to the control groups.
Based on the experimental results, it is possible to suggest that
capsaicinoids-loaded PCL microparticles are feasible approaches for the
treatment of obesity.

Keywords: Capsaicin. Controlled Release. Dihydrocapsaicin. Microparticles.
Obesity.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € considerada um grave problema de saude publica, atingindo
individuos de todas as classes sociais. A massa corporal excessiva causa disturbios
psicoldgicos, além de uma série de alteragBes organicas. A obesidade relaciona-se
com dois fatores preponderantes: a genética e a nutricao irregular. Portanto, existe
uma tendéncia familiar muito relevante para a obesidade, pois filhos de pais obesos
tém de 80 a 90% de probabilidade de serem obesos (SILVA et al., 2011).

A obesidade é uma doenca multifatorial, complexa e crbnica, que aumenta o
risco do paciente desenvolver hipertensdo, diabetes tipo 2 e doencas coronarianas,
e continua sendo um grande obstaculo de saude no mundo industrializado (HWANG
et al., 2005). Essa doenca € caracterizada por uma inflamacéo crénica, a inflamacao
obesidade-induzida, sendo uma condicdo estritamente associada as alteracdes
acima mencionadas (KANG et al., 2007).

O tratamento da obesidade, por meio da perda de gordura, traz beneficios ao
paciente, reduzindo os riscos de morbidade e mortalidade. Mesmo uma diminui¢ao
modesta, de cerca de 5 a 10% do peso corporal, j& traz beneficios a saude
(WESTERTERP-PLATENGA; SMEETS; LEJEUNE, 2007). Nesse contexto, tem sido
observado um rapido crescimento no tratamento terapéutico com fitoterapicos, além
do interesse em potenciais efeitos termogénicos de compostos extraidos de plantas,
como a cafeina do café, a efedrina do ma-huang, os capsaicinoides das pimentas e
as catequinas do cha-verde (CARDOSO et al., 2010).

Os capsaicinoides sdo metabolitos secundarios responsaveis pela pungéncia
das espécies do género Capsicum L. Esses compostos apresentam propriedades
anti-inflamatorias, sendo eficazes para o tratamento de condi¢gbes crénicas, como
artrite, cancer, diabetes tipo 2, obesidade e psoriase. Entretanto, a concentracédo de
uso deve ser reduzida, pois sao irritantes para os mamiferos, incluindo os humanos,
por produzir uma sensagdo de queimacdo. Como caracteristicas fisicas, o0s
capsaicinoides sao substancias hidrofébicas, incolores, inodoras, de aspecto
cristalino a graxo (KANG et al., 2007).

Além disso, 0s capsaicinoides podem aumentar o metabolismo por meio da
estimulacdo do sistema simpético. A ingestdo de capsaicinoides diminui a gordura
corporal de forma dose-dependente. Os capsaicinoides tém sido investigados para o
tratamento de obesidade (HAYMAN; KAM, 2008) com resultados promissores e
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interessantes. Entretanto, o uso oral de capsaicionoides pode gerar uma pronta
liberacdo desse fitofarmaco, reduzindo o seu potencial farmacolégico e podendo
causar alguma irritacdo na mucosa gastrica. Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada desse ativo, com o proposito
de viabilizar o seu uso terapéutico por via oral.

Publicacbes em periddicos cientificos e patentes envolvendo sistemas de
liberacdo modificada contendo capsaicinoides sdo escassas. Nesse sentido, foi
também verificada a existéncia de apenas um ativo fitoquimico comercial,
denominado Thermo Slim® (microcapsulas contendo a oleoresina de Capsicum sp.).
Segundo as informagbes gerais do fornecedor, esse ativo foi desenvolvido para
atuar como termogénico e sacietogénico.

Assim, considerando a necessidade de otimizar o potencial terapéutico dos
capsaicinoides e a existéncia de um numero insuficiente de estudos cientificos que
correlacionem o desenvolvimento de microparticulas contendo capsaicinoides com o
tratamento da obesidade, o objetivo do presente trabalho foi a obtencdo, a
caracterizacdo e a avaliagdo bioldgica de microparticulas de poli(e-caprolactona)

contendo capsaicinoides, visando a liberacdo modificada no trato gastrointestinal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Promover a obtengcdo, a caracterizagdo e a avaliagdo bioldgica de
microparticulas contendo capsaicinoides (capsaicina e di-hidrocapsaicina) com

potencial para o tratamento da obesidade.

2.2  Especificos

v' Obter microparticulas poliméricas contendo capsaicinoides a partir do
poliéster poli(e-caprolactona);

v' Validar o método analitico para quantificacdo dos capsaicinoides presentes
nas microparticulas por cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria na regido do ultravioleta;

v' Proceder a determinacdo quantitativa dos capsaicinoides incorporados nas
microparticulas poliméricas pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia associada a espectrometria na regido do ultravioleta, avaliando a
eficiéncia de encapsulacao dos fitofarmacos;

v' Promover a caracterizacdo dos sistemas poliméricos por meio de estudos
morfolégicos, espectroscopicos e térmicos;

v Avaliar a dissolucao in vitro do farmaco puro e na forma de microparticulas;

v’ Estudar a tolerancia gastrica e o0 potencial antiulcerogénico das
microparticulas poliméricas contendo capsaicinoides;

v' Testar o efeito das microparticulas contendo capsaicinoides em modelo in
vivo de obesidade induzida por lesdo hipotalamica utilizando L-glutamato

monossodico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Obesidade

A obesidade é definida como uma enfermidade crbnica, ndo-transmissivel,
caracterizada pelo excesso de adiposidade corporal em relacdo a massa magra, a
um nivel que resulte no comprometimento da saude, de forma a diminuir a
expectativa de vida do individuo (FERREIRA et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2003).
Primariamente, o excesso de energia é convertido em tecido adiposo, quando o
valor calérico ingerido pelo individuo € superior ao seu gasto energético (VOLTERA
et al., 2008).

Essa doenca é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
uma das epidemias do século. Dados epidemiolégicos recentes demonstram que o
sobrepreso atinge mais de 1,4 bilhdo de individuos da populacdo adulta mundial,
sendo que desses, 500 milhdes encontram-se em quadro de obesidade.
Adicionalmente, a OMS também relata que o nimero de individuos obesos duplicou
a partir de 1980 (OMS, 2013).

No Brasil, de acordo com um levantamento realizado pelo Ministério da Saude
(MS) em 2011, o sobrepeso afeta 49% da populacdo, com crescimento de 6% entre
os anos de 2006 a 2011. Ainda, segundo o governo federal, no mesmo periodo, 0
percentual de individuos obesos cresceu 5%, sendo que 16% da populagédo
brasileira apresenta obesidade atualmente (BRASIL, 2012).

De acordo com a OMS, as projecBes futuras sdo bastante pessimistas,
indicando um aumento de 75% nos casos de obesidade em 10 anos (OMS, 2013).

A obesidade apresenta etiologia multifatorial, podendo ter suas causas
divididas em dois grandes contextos. Na obesidade exdgena, o ambiente e/ou 0s
habitos de vida, caracterizados por uma grande oferta de alimentos baratos, praticos
e com alta concentragcdo energética, aliados, na maioria das vezes, ao
sedentarismo, tém sido apontados como responsaveis por 95% dos casos. Com
relacdo a obesidade enddgena, ha alteracbes em componentes genéticos,
psicolégicos, enddécrinos e metabdlicos, os quais aumentam a velocidade e a
intensidade do ganho de peso (CARDOSO et al., 2010; POWER; SCHULKIN, 2008).

Atualmente, os adipécitos sdo reconhecidos como um tecido responsivo a

estimulos nervosos e humorais, como as adipocitocinas, componentes que fazem
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parte da regulacdo do metabolismo energético (BALISTRERI; CARUSO; CANDORE,
2012; GUIMARAES et al., 2007). Nesse grupo, encontra-se a leptina, citocina que,
no nivel cerebral, sinaliza a saciedade e o tamanho do estoque de gordura corporal,
além de agir como um fator sensibilizador da acdo da insulina. Pesquisas relatam
que, na obesidade, a concentracdo plasmatica de leptina esta aumentada, indicando
uma resisténcia a essa adipocitocina (TRAYHURN; WOOD, 2004; GIL-CAMPOS,;
CANETE; GIL, 2004).

Em excesso, o tecido adiposo também é responséavel pela criacdo de um
estado inflamatério subclinico, devido a secrecdo aumentada do fator de necrose
tumoral (TNF-a), das interleucinas (IL-18 e IL-6), entre outros, que possuem a
caracteristica comum de induzir a resisténcia a insulina. Embora seja incerta a causa
desse processo inflamatério, a principal hipotese refere-se ao estresse oxidativo em
células adiposas, advindo do metabolismo excessivo de &cidos graxos livres, com
potencial inducdo de necrose celular. Em decorréncia da necrose celular,
mediadores quimiotaxicos aos macréfagos séo liberados, reforcando, portanto, o
estado inflamatoério (RABE et al. 2008; ZEYDA; STULNIG, 2007; RUDIN; BARZILAI,
2005).

Logicamente, inumeros outros mecanismos fisiopatolégicos tém sido
estudados. No entanto, alteracdes nas adipocitocinas e no estado inflamatério séo
0s mais relatados e proporcionam uma boa compreensdo de como o acumulo
excessivo de gordura interfere na homeostasia corporal.

A obesidade estd correlacionada a incidéncia aumentada de véarias outras
doencas, como aterosclerose e suas complicacdes (acidente vascular encefélico e
infarto miocérdico), hipertenséo, alguns tipos de cancer, calculos biliares, doencas
musculoesqueléticas, entre outras (LEITAO; MARTINS, 2012; BRUCE; BYRNE,
2009).

O aumento da doenca arterial coronariana esta diretamente associado a
dislipidemia na obesidade. O excesso de triglicerideos, parcialmente metabolizados
pelas lipases hepaticas, é convertido em unidades de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), com elevado potencial aterogénico. Esse risco pode se tornar mais
acentuado quando o ganho de peso esta acompanhado por reducéo na atividade
fisica e pela alta ingestado de &cidos graxos saturados. As doencas cardiovasculares
ocorrem também pela presenca de hiperinsulinemia, a qual aumenta a sintese de

lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Com o aumento no transporte arterial



24

de colesterol, ocorre a elevacdo da sintese de coldgeno nas células da parede
vascular e da formacédo de placas de lipideos nas artérias, associada a diminuicédo
de sua remocéo, e consequente predisposicdo a formacdo do ateroma (GONZALEZ-
CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011; SCHAFFER, 2003).

A prevaléncia de hipertensdo, em jovens adultos de 20 a 45 anos, € seis
vezes maior em obesos do que em ndo-obesos. Em pacientes obesos, o acimulo de
gordura intra-abdominal resulta em aumento da retencdo de sédio pelas células e
ativacdo do sistema nervoso simpatico, ocasionando aumento da volemia e
vasoconstricdo, com consequente aumento da pressao sanguinea (FRANCISCHI et
al., 2000).

Além disso, a obesidade favorece a instalacdo de alteracdes
neuroenddcrinas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), infertilidade, deficiéncia da
via tireoidiana e da via adrenocorticotréfica, diminuicdo da temperatura corporal,
dentre outras (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Na obesidade, o individuo apresenta uma secre¢cdo aumentada de insulina,
tanto em condicdo basal de jejum, como ap0s a sobrecarga de glicose. Esse quadro
se instala, basicamente, pela resisténcia periférica a insulina, uma consequéncia
direta da excessiva adiposidade (KITABICHI et al., 2006; FERRANNINI et al., 2004;
BUCHANAN et al., 2002; UNWIN et al., 2002). A funcdo exacerbada da célula B
pancreatica leva a sua hipertrofia e a sua hiperplasia (GONG; MUZUMDAR, 2012;
AHREN et al., 2010). Com isso, a captacéo de glicose pelos tecidos dependentes da
insulina permanece, a normoglicemia € mantida, porém a custa da hiperinsulinemia,
o que ¢é denominado como um estado pré-diabético (CZECH; TATON;
PIATKIEWICZ, 2010; PRENTKI; NOLAN, 2006).

Entretanto, de forma crbnica, esse perfil adaptativo induz a apoptose da célula
B. Os mecanismos responsaveis por essa faléncia celular envolvem a glicotoxicidade
e a lipotoxicidade provenientes do metabolismo energético, alterado pela resisténcia
periférica a insulina. Com a faléncia celular, a tolerancia a glicose ndo € mantida, a
hiperglicemia de jejum é percebida e o DM2 é instalado. O DM2 é diagnosticado
guando apenas 25% da massa total de células 8 permanecem funcionais (CHANG-
CHEN; MULLUR; BERNAL-MIZRACHI, 2008; KAHN et al., 2006; GREEN; BRAND;
MURPHY, 2004). Portanto, em pacientes portadores de obesidade grave, a

intolerancia a glicose ocorre quando um numero muito restrito de células 8 nao
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consegue manter a hipersecre¢do, capaz de compensar a resisténcia periférica a
insulina (MARIN, 2007).

A relacdo entre obesidade e DM2 é tdo intensa, que estudos evidenciaram
que, para cada unidade de aumento no IMC, o que reflete de 2,7 a 3,6 kg, o risco de
desenvolver DM2 aumenta aproximadamente em 12% (NISWENDER, 2010;
ASTRUP; FINER, 2000).

O indice de massa corporea (IMC) é um parametro antropométrico Gtil para
classificar o sobrepeso e a obesidade em individuos adultos. Esse valor é calculado
pela divisdo do peso em quilogramas pelo quadrado da altura em metros (kg/m?).
Em geral, o individuo tem sobrepeso quando o valor de IMC esta na faixa entre 25-
29,9, sendo que o IMC dos individuos considerados obesos é = 30 kg/m? (HILL;
WYATT, 2005). A obesidade moérbida € diagnosticada quando o IMC excede o valor
de 40 kg/m? (CARDOSO et al., 2010).

Esse método é o mais comumente utilizado, sendo altamente correlacionado
com o teor de massa corporea. Porém, esse valor ndo fornece informacdes sobre a
composicdo corporal, ou seja, ndo indica a quantidade real de gordura corpérea
(HILL; WYATT, 2005).

Para classificar a obesidade em animais, é utilizado o indice de Lee, o qual €
calculado pela raiz cubica do peso em gramas do animal, dividido pelo comprimento
nasoanal em centimetros (LEE, 1928). Em 1968, esse indice foi padronizado para
uso em modelos com roedores, sendo equivalente ao IMC para humanos
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para a obesidade podem ser
efetivos quando associados a dieta e a atividade fisica, com periodo de uso de 1 a 2
anos (PADWAL; LI; LAU, 2003). Além disso, a resposta ao medicamento pode variar
consideravelmente de paciente para paciente, sendo que um pequeno numero,
tipicamente 2 a 5%, exibe uma perda de peso estatisticamente maior do que a
média, enquanto que uma parcela expressiva ndo apresenta nenhum efeito ao
tratamento (FERNSTROM; FERNSTROM, 2002).

A Tabela 1 sumariza os farmacos mais comumente utilizados para o
tratamento da obesidade no Brasil. Os primeiros dois farmacos, orlistat e
sibutramina, sdo aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

especificamente para essa indicagdo (BRASIL, 2011). Os demais, sao aprovados
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para outras doencas, mas tém sido empregados em estudos clinicos com efeito
significativo na perda de peso (KAPLAN, 2005).

Tabela 1 — Farmacos para o tratamento da obesidade aprovados pela ANVISA
(Brasil).

Farmacos aprovados pela ANVISA especificamente para a perda de peso®

Farmaco Dose tipica Classificacao Efeitos adversos
Orlistat 120 mg, 3x ao Inibidor da lipase ma absorcao,
dia esteatorreia
Sibutramina® 10 — 15 mg/dia Serotoninérgico/adrenérgico hipertensao,
taquicardia
Farmacos aprovados pela ANVISA para outras indicacdes
Farmaco Dose tipica Indicacao primaria Reac0es adversas
Bupropiona 150 - 300 Depressao anticolinérgicos,
mg/dia agitacdo
Metformina 500 — 1000 DM2 diarreia, acidose
mg/dia lactica
Topiramato 50 - 100 Epilepsia comprometimento
mg/dia cognitivo

? As anfetaminas (anfepramona, femproporex e mazindol) foram suspensas pela ANVISA em outubro
de 2011.

® A comercializagdo da sibutramina foi suspensa em diversos paises devido ao elevado risco de
eventos cardiovasculares.

Fonte: Adaptado de BRASIL (2011) e KAPLAN (2005)

Dessa forma, € possivel observar que as opc¢des farmacoldgicas para o
tratamento da obesidade séo limitadas e apresentam diversas reacfes adversas.

Excluindo-se os farmacos sintéticos amplamente difundidos pela indulstria
farmacéutica, os quais revelam elevados efeitos colaterais, produtos naturais tém
sido habeis em reduzir ou inibir a adipogénese, com baixa toxicidade. Nesse sentido,
sdo potenciais agentes terapéuticos com importante impacto para a prevencéo e o
tratamento da obesidade, sobretudo aquela relacionada a outras doencas
metabdlicas (LIN; DELLA-FERA; BAYLE, 2005).

Os fitofarmacos mostram elevado potencial de promoc¢do da saude dos
pacientes obesos e sdo importantes na prevencédo da doenca (KRZYZANOWSKA,
CZUBACKA; OLESZEK, 2010). Os efeitos antiobesidade desses compostos séo
mediados pela regulacdo de varias vias, incluindo a reducdo da absorcdo de
lipideos, a modificagdo na ingestdo e no gasto energético, o aumento da lipolise, a
diminuicdo da lipogénese e a reducdo da diferenciacdo e da proliferacdo de pré-
adipécitos (GONZALEZ-CASTEJON; RODRIGUEZ-CASADO, 2011; RAYALAM;
DELLA-FERA; BAILE, 2008).
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O uso de associacdes de fitofarmacos na obesidade pode resultar em uma
atividade sinérgica, por aumentar a biodisponibilidade e por permitir a acdo em
varios alvos moleculares, oferecendo vantagens sobre os tratamentos classicos da
obesidade por meio do uso de produtos farmoquimicos isolados (KRZYZANOWSKA,;
CZUBACKA; OLESZEK, 2010; RAYALAM; DELLA-FERA; BAILE, 2008).

Nesse contexto, tem sido observado um rapido crescimento no tratamento
terapéutico com fitoterapicos, além do interesse em potenciais efeitos termogénicos
de compostos extraidos de plantas, como a cafeina do café, a efedrina do ma-
huang, os capsaicinoides das pimentas e as catequinas do cha-verde (CARDOSO et
al., 2010).

Em particular, estudos tém mostrado que os capsaicinoides tém propriedades
anti-inflamatérias e de aumento de metabolismo e, portanto, podem ser usados para

o tratamento da obesidade, com resultados promissores (HAYMAN; KAM, 2008).

3.2 Capsaicinoides

Os capsaicinoides sdo metabolitos secundarios responsaveis pela pungéncia
das espécies do género Capsicum L. Esses compostos estdo presentes no tecido
placentario que envolve as sementes de pimenta e também, em menor quantidade,
na polpa dos frutos. As sementes de pimenta ndo contém capsaicinoides, mas o0s
retém durante o processamento (REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON;
VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011).

A capsaicina e di-hidrocapsaicina (Figura 1) sdo os dois mais potentes
capsaicinoides e suas moléculas diferem apenas na saturacdo do grupo acila. A
capsaicina, 8-metil-N-vanilil-trans-6-nonenamida, € o principal capsaicinoide das
pimentas e exibe isomeria cis-trans, sendo que o isdmero trans € o mais estavel
(HAYMAN; KAM, 2008).
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Figura 1 — Estruturas quimicas da capsaicina (1) e da di-hidrocapsaicina (2)
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Os capsaicinoides produzem efeitos sobre o aparelho gastrointestinal,
sistema cardiovascular e respiratorio, bem como, sobre o sistema sensorial e de
regulacao térmica. Estudos indicam que esses compostos sdo capazes de induzir a
oxidacdo de lipidios e diminuir a ingestdo de alimentos (SURESH; SRINIVASAN,
2010).

No entanto, os capsaicinoides sdo muito irritantes, causando dor e queimacao
em baixas concentragcbes sobre a pele, membranas e mucosas. Quando
administrados por via oral, induzem aumento de salivacdo, secrecdo gastrica,
sensacdo de pungéncia e distarbios gastrointestinais, dependendo da dose
(GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991).

De acordo com estudos em animais e em humanos, a administragéo oral de
capsaicinoides pode aumentar a producdo de calor no corpo em curto periodo de
tempo. Segundo Huang et al. (2002), em 1997, uma equipe de pesquisa liderada por
David Julius, pesquisador da Universidade da Califérnia em Sao Francisco, mostrou
que os capsaicinoides se ligam a uma proteina conhecida como TRPV1.

O canal de cation do receptor de potencial transitério da subfamilia vaniloide
(TRPV), membro um (TRPV1), é o receptor dos capsaicinoides. O TRPV1 é um
canal de cation ndo-seletivo que pode ser ativado por uma grande variedade de
estimulos exdgenos e enddgenos, fisicos ou quimicos. O TRPV1 € o Unico membro
da subfamilia vaniloide que é ativado pelos capsaicinoides, uma vez que o
camundongo nocaute’ em TRPV1 demonstra insensibilidade aos capsaicinoides
(PARK; LEE; KIM, 2007).

De acordo com Lee et al. (2005), os receptores TRPV1 sédo encontrados

principalmente nos neurdnios nociceptivos do sistema nervoso periférico, mas eles

1 P - . . ~ P .
Nocaute: técnica genética que consiste em desabilitar a expressao de um gene eSDECIfICO em um organismo
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também tém sido descritos em muitos outros tecidos, incluindo o sistema nervoso
central. O TRPV1 esté envolvido na transmissdo e modulacédo da dor (nocicepcao),
bem como na integracao do estimulo doloroso. A funcdo do TRPVL1 é a deteccéo e a
regulacdo da temperatura corporal. A ativacdo prolongada desses neurbnios pelos
capsaicinoides esgota a substancia P pré-sinaptica, um dos neurotransmissores
para dor e calor, acarretando uma posterior sensacao de analgesia.

Os capsaicinoides tém sido uma das biomoléculas mais exploradas devido a
sua versatilidade farmacologica. Muitos pesquisadores descrevem o uso dos
capsaicinoides como agente antioxidante, antiartritico gastroprotetor, agente
anticancer e analgésico (PRASAD; SHRIVASTAVA; RAVISHANKAR, 2005).

Dados publicados pela American Association for Cancer Research sugerem
gue os capsaicinoides sdo capazes de suprimir células de cancer de proéstata,
conduzindo-as ao processo de apoptose celular. Esses estudos foram realizados em
tumores formados por culturas de células humanas de cancer de prostata, cultivadas
em ratos. Os tumores tratados com capsaicinoides revelaram aproximadamente um
quinto do tamanho dos tumores nédo-tratados. Outros estudos clinicos desenvolvidos
no Japdo e na China, também apontaram a inibicdo do crescimento de células
leucémicas com o uso de capsaicinoides (KEISUKE et al., 2004).

Na Tailandia, pais no qual o consumo de alimentos picantes é elevado,
observou-se uma baixa incidéncia de casos de cancer colorretal e de estbmago, em
comparacdo com o restante da Asia, incluindo o Japdo e a China. No México, onde
0 emprego também é profuso, foram verificadas baixas taxas dos mesmos tipos de
cancer, comparadas as relatadas para os Estados Unidos (WESTERTERP-
PLANTENGA; SMEETS; LEJEUNE, 2007).

Os capsaicinoides tém sido investigados para o tratamento da obesidade,
com resultados promissores e interessantes. Dados epidemioldgicos revelaram que
o0 consumo de alimentos contendo capsaicinoides esta associado a uma menor
prevaléncia da obesidade (LEUNG, 2008). No entanto, estudos de longo prazo séo

limitados, devido a pungéncia dos capsaicinoides (HAYMAN; KAM, 2008).

3.2.1 Capsaicinoides no tratamento da obesidade
A grande maioria dos trabalhos avaliando o potencial efeito dos
capsaicinoides na obesidade foi elaborada com a capsaicina, principal vanililamida

das pimentas do género Capsicum.
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A literatura descreve que a capsaicina pode atenuar ndo somente a
inflamacédo obesidade-induzida, mas também a obesidade relacionada a distarbios
metabdlicos e a alteracbes hepaticas. A capsaicina suprime as respostas
inflamatorias induzidas pela obesidade pela redugcdo dos niveis de TNF-a, IL-6 e
proteina quimiotética de mondcitos-1 (MCP-1), e aumenta os niveis de adiponectina
no tecido adiposo e no figado, que sdo importantes para normalizar a resposta da
insulina (KANG et al. 2010; KANG et al. 2007). Esses efeitos benéficos estao
associados com a acado direta da capsaicina sobre os subtipos gama e alfa do
receptor ativado do peroxissomo (PPARye PPARaQ) e sobre a expressao/ativacéo de
TRPV-1, relacionada a inativacdo do fator nuclear kappa B (NF-«B) e a ativacédo de
PPARy (KANG et al. 2010). Além disso, a capsaicina suprime a migracdo de
macrofagos induzida pelo tecido adiposo, reduz a ativagdo de macréfagos e induz a
apoptose de pré-adipocitos (HSU; YEN, 2006).

Em ratos, a capsaicina proporcionou a reducédo da ingestédo de alimentos, o
aumento do gasto energético e uma maior oxidacao de lipideos (JOO et al., 2010;
DIEPVENS; WESTERTERP; WESTERTERP-PLATENGA, 2007). Nos seres
humanos, um aumento significativo no gasto de energia foi observado
imediatamente apdés uma refeicdo contendo pimenta versus 0 grupo controle
(YOSHIOKA et al.,, 1995). Além disso, estudos em animais e em humanos
demonstraram que a capsaicina ocasiona um aumento da termogénese, por
estimulacdo B-adrenérgica. Em ratos, a capsaicina também promoveu um aumento
da secrecdo de catecolaminas, a partir da medula adrenal (KAWADA et al., 1986).
As investigacbes empregando animais também mostraram que o tratamento com
capsaicina estimula a atividade do sistema nervoso simpatico, o que sugere que
neurénios especificos, sensiveis a capsaicina, estdo envolvidos nesse processo
(JOO et al., 2010; DIEPVENS; WESTERTERP; WESTERTERP-PLATENGA, 2007;
KAWADA et al., 1986). Em um estudo clinico, a administragdo de capsaicina por 2
semanas, em combinacdo com o cha-verde, induziu a reducdo da gordura corporal
dos pacientes voluntarios (TSI et al.,, 2003). Em sintese, a administracdo de
capsaicina favorece um aumento na mobilizacdo de lipideos e uma diminuicdo da
massa do tecido adiposo (DIEPVENS; WESTERTERP; WESTERTERP-PLATENGA,
2007).
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No entanto, apesar dessas qualidades, os capsaicinoides sdo moléculas
organicas altamente irritantes para os mamiferos, produzindo queimagdo em
qualquer tecido com o qual entram em contato. Dessa forma, a administracédo oral
dos capsaicinoides, sem qualquer modificacdo farmacotécnica, € inviavel, uma vez
gue eles seriam prontamente liberados no trato gastrointestinal e poderiam provocar
dados potenciais a mucosa gastrica. Dessa forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada contendo essas vanililamidas,
com o propdsito de viabilizar o uso terapéutico por via oral, visando a liberacéo
prolongada ao longo do trato gastrointestinal e potencializando o efeito
farmacolégico. Nesse sentido, as microparticulas sdo formas farmacéuticas
interessantes para melhorar as caracteristicas fisicas e mecanicas dos
capsaicinoides, podendo assegurar estabilidade, liberacdo controlada e protecédo da
mucosa gastrica contra a acdo direta desse fitofarmacos (JINCHENG; SIHAO,
2010).

3.3 Sistemas de liberacdo modificada de farmacos

As tecnologias de liberacdo modificada de farmacos representam uma das
areas mais promissoras da ciéncia, oferecendo diversas vantagens em relacdo as
formas farmacéuticas convencionais. Dessa forma, a investigacdo de sistemas de
liberacdo, que incluem a modulacdo do processo de dissolucdo, a reducdo da
toxicidade e o aumento da adesdo e da conveniéncia do paciente, torna-se de
extrema importancia (RESTANI et al., 2010). Além disso, essas estratégias podem
tornar os farmacos mais disponiveis em alvos especificos para produzir um melhor
efeito terapéutico (EVANGELISTA, 2006).

O desenvolvimento dessas formas farmacéuticas, capazes de permitir a
otimizacdo da velocidade de liberacédo e do regime posoldgico, além de promover o
controle da liberacdo de ativos em sitios especificos, tem sido o objetivo de
diferentes pesquisas nos ultimos anos. Dentre os principais sistemas utilizados,
incluem-se os lipossomas, as microparticulas e as nanoparticulas (MAINARDES,
2007). Considerando que o tema proposto ao presente trabalho envolve as
microparticulas poliméricas, um maior aprofundamento sobre essa forma

farmacéutica de liberacdo modificada esta apresentado na sequéncia.
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3.3.1 Microparticulas poliméricas

As microparticulas poliméricas tém sido bastante estudadas, pois séo
capazes de promover a liberacdo modificada de farmacos a partir de uma ampla
variedade de materiais poliméricos e de diversos métodos de obtencdo (TRAN;
BENOITA; VENIER-JULIENNEA, 2011).

A microencapsulagdo pode permitir a prote¢cdo de farmacos sensiveis as
condicBes ambientais, a eliminacao de incompatibilidades entre dois ou mais
ativos e 0 mascaramento do sabor desagradavel dessas substancias. As
microparticulas sdo particularmente interessantes no desenvolvimento de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada do tipo prolongada. Esses materiais podem
ampliar a biodisponibilidade de farmacos presentes em medicamentos de liberagéo
imediata e minimizar possiveis efeitos colaterais (AHMAD et al., 2011; THOMPSON
et al., 2007).

O termo microparticula é resultante do tamanho dessas particulas que
apresentam, geralmente, um diametro médio entre 1 e 100 um. Para a obtencéao de
microparticulas, ¢é possivel utilizar diversos polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, que sdo capazes de liberar o farmaco por mecanismos de difusédo
e/ou de degradacdo (erosdo) do material polimérico (GARAY; POCHEVILLE;
MADARIAGA, 2010; KISSEL et al., 2006). Normalmente, as microparticulas podem
ser divididas em dois tipos de estruturas, as microesferas e as microcapsulas
(Figura 2).

As microesferas sao caracterizadas como sistemas matriciais, nos quais o
farmaco estd homogeneamente disperso no material polimérico. As microcapsulas,
no entanto, constituem sistemas reservatorios, nos quais € possivel identificar
microdominios diferenciados do farmaco, que podem ser sélidos ou liquidos (SUAVE
et al., 2006; KUMAR, 2000).
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Figura 2 — Modelos de estrutura das microparticulas (adaptado de BIRNBAUM,
BRANNON-PEPPAS, 2003)

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
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O processo de microencapsulacdo, para ser considerado ideal, deve
apresentar como caracteristicas: rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, baixo
custo, facilidade em transpor para a escala industrial, além de ser pouco dependente
das caracteristicas de solubilidade do farmaco e do material encapsulante em
questdo (GHARSALLAOUI et al., 2007; GIUNCHEDI; CONTE, 1995).

Véarios métodos tém sido descritos na literatura para a obtencdo de
microparticulas, permitindo uma adequacéo as caracteristicas fisico-quimicas dos
diferentes farmacos. A escolha do procedimento mais efetivo na encapsulacdo de
um determinado farmaco depende, basicamente, da hidrofilia/lipofilia do composto
guimico em avaliacdo (OBEIDAT, 2009).

Um sistema polimérico para a liberagcdo de farmacos por via oral pode ser
planejado e desenvolvido a partir de varias estratégias de processamento. Para a
elaboracdo de microesferas, o0 método de emulsdo e evaporacdo do solvente tem
sido frequentemente empregado. Isso se deve a simplicidade dos procedimentos
envolvidos e a possibilidade de modulacdo das caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas das particulas por meio da escolha dos componentes da formulacédo e das
condi¢cbes de preparacado (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). Nesse caso, o farmaco
é dissolvido ou disperso em uma solug¢ao organica volatil contendo o polimero. Essa
fase organica é emulsionada em uma fase aquosa, contendo um estabilizante da
dispersdo. O solvente é removido da fase interna pelo uso de calor, ou ainda, pela
evaporacdo em temperatura ambiente, que pode ser acelerada pela aplicacdo de
pressdo reduzida. As microesferas formadas sdo separadas por filtragdo ou

centrifugacédo, lavadas com solventes adequados e secas sob condigdes
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apropriadas ou liofilizadas (TRAN; BENOITA; VENIER-JULIENNEA, 2011;
OBEIDAT, 2009; JAIN, 2000).

Apesar da simplicidade das etapas, a formacdo de microesferas pode ser
influenciada por diversos fatores, destacando-se a agitacdo e a natureza do
estabilizante e dos solventes empregados na preparacdo. A capacidade de
solvatacdo do polimero e, preferencialmente, de dissolu¢do do farmaco séo
caracteristicas desejaveis ao solvente da fase interna. Além desses aspectos, 0
solvente deve ser imiscivel na fase continua e apresentar baixa faixa de ebulicdo. A
fim de garantir a formacdo das particulas e proporcionar uma elevada taxa de
encapsulacdo, o farmaco e o polimero também devem ter baixa solubilidade na fase
externa (HESLINGA; MASTRIA; ENIOLA- ADEFESO, 2009; LI; ROUAUD;
PONCELET, 2008; WATTS; DAVIES; MELIA, 1990).

A eficiéncia de encapsulacédo é estimada como sendo a diferenca percentual
entre a concentracdo de farmaco inicialmente adicionado na formulacdo e a
concentracdo presente nas particulas. Dessa maneira, quando o método de
emulsdo/evaporacdo do solvente é utilizado, a eficiéncia de encapsulacdo é
fortemente influenciada pelo coeficiente de particdo do farmaco entre a fase interna
e externa da emulsdo. Farmacos caracterizados por apresentar baixa hidrofilia
podem ser encapsulados com sucesso pela formacdo de uma emulsdo fase
organica em fase aquosa (O/A). Entretanto, quando farmacos com elevada hidrofilia
sdo empregados, baixas taxas de encapsulacdo tém sido observadas. Nesse caso,
a encapsulacdo pode ser realizada por meio da formacao de uma emulséo inversa
(AJO), na qual um solvente polar contendo o farmaco e o polimero sdo emulsionados
em uma fase oleosa, como o Oleo mineral (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008;
SHUKLA; PRICE, 1989). Para farmacos hidrofilicos, é possivel, ainda, a obtencao
de uma emulsdo multipla (A/O/A), em que a fase aquosa contendo o farmaco é
dispersa em uma solucéo do polimero no solvente volatil, e essa emulsédo resultante
(A/O) é, por sua vez, dispersa em uma segunda fase aquosa (OBEIDAT, 2009;
WATTS; DAVIES; MELIA 1990; OGAWA et al., 1988). O método de secagem por
aspersdo ou spray drying tem sido também amplamente aplicado na formulacdo de
sistemas microparticulados, pois possibilita a encapsulacdo tanto de farmacos
hidrofilicos, como de ativos lipofilicos em emulsdo aquosa (GHARSALLAQUI et al.,
2007).
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Diferentes materiais poliméricos, com pequena ou nenhuma toxicidade,
podem ser empregados na obtencdo de microparticulas, nas quais a substancia
farmacologicamente ativa esta dispersa ou dissolvida (OLIVEIRA; LIMA, 2006).
Nesse contexto, o poli(metacrilato de metila), o poli(alcool vinilico), a poliacrilamida,
o polietilenoglicol, o poli(acido glicdlico) (PGA), o poli(acido latico) (PLA), os
copolimeros do acido latico e do acido glicolico (PLGA) e a policaprolactona (PCL)
tém sido os biomateriais considerados classicos e mais comuns a formacédo de
microparticulas  contendo farmacos, peptideos, proteinas e antigenos
(CHAKRAPANI, 2006).

Outros materiais como proteinas (LU; ZHANG; YANG, 2003), polissacarideos,
(KATO; ONISHI; MACHIDA, 2003), lipideos (REITHMEIER; HERRMANN;
GOPFERICH, 2001) e a quitosana (SUAVE et al. 2006) tém sido estudados na

liberagdo controlada, embora com uma frequéncia menor.

3.3.1.1 Poli(e-caprolactona)

A poli(e-caprolactona) (PCL) € um polimero sintético, biodegradavel e
biocompativel, pertencente a classe dos poliésteres alifaticos, de grande interesse
para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos. A PCL é
um material semicristalino, que forma soluc¢des coloidais em uma grande variedade
de solventes organicos, como cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono,
benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano a temperatura ambiente.
Entretanto, tem uma baixa solubilidade em acetona, acetato de etila, 2-butanona,
dimetilformamida e acetonitrila e é insolivel em &lcool, éter de petréleo e éter etilico.
A fuséo ocorre entre 59 e 64°C e sua transigéo vitrea (Tg), geralmente, esta entre —
70 e —-60°C. Sua biocompatibilidade permite diversas aplicacbes no campo
biomédico e na industria farmacéutica (ROA et al., 2010; SINHA et al., 2004).

A PCL é capaz de sofrer degradacao por meio de hidrélise das ligacdes éster
da cadeia polimérica, gerando como produto final do processo o acido
&-hidroxicaproico (Figura 3). Entretanto, a degradagéo da PCL é muito lenta devido a
sua elevada hidrofobicidade, o que dificulta a penetracdo de agua nas cadeias
poliméricas e, consequentemente, a ocorréncia dessa reacdo (NAIR; LAURENCIN,
2007; SINHA et al., 2004).
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Figura 3 — Representagdo esquematica do mecanismo de hidrolise da PCL
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Fonte: MERKLI et al. (1998)

A lenta degradacdo da PCL em sistemas poliméricos de liberacdo modificada
de farmacos ndo gera um microambiente acido, como o produzido pelos polimeros
PLA e PLGA. Esse fato € uma vantagem da PCL no desenvolvimento de
microparticulas contendo proteinas, uma vez que essas macromoléculas podem
desnaturar em funcéo do pH e perder a sua atividade biologica. Outras vantagens
relacionadas a PCL, frente aos polimeros PLA e PLGA, sdo 0 menor custo e a
possibilidade de liberagdo de farmacos por um periodo mais prolongado (AL
HAUSHEY et al., 2007).

3.3.2 Sistemas de liberacdo modificada contendo capsaicinoides

Alguns trabalhos recentes tém demostrado a viabilidade da incorporacédo de
capsaicinoides, em especial, da capsaicina, em diferentes formulacfes de liberacao
modificada.

Tyagi et al. (2004) elaboraram lipossomas e hidrogéis termossensiveis para a
liberacdo controlada de capsaicina no aparelho urinario, com o propésito de otimizar
o tratamento de cistites. Os lipossomas, na forma de vesiculas multilamelares, foram
preparados na proporcdo molar de 2:1:1 (fosfatidilcolina, colesterol e capsaicina). O
hidrogel foi obtido por meio do emprego do polimero PEG-PLGA-PEG. Em
comparacdo com a solucdo etandlica a 30% contendo capsaicina, formulagéo
habitual, os lipossomas foram considerados superiores para a administracao
intravesical da capsaicina, fornecendo eficiéncia comparavel, com menor lesao
tecidual. Os hidrogéis também foram considerados uma opc¢éo terapéutica segura
para a liberacdo da capsaicina na regiao da bexiga.

Zi et al. (2008) avaliaram a capacidade da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP3-
CD) de influenciar a absorcdo percutanea da capsaicina atraveés da pele de rato.

Uma concentracdo de 2,2% (m/V) de HPB-CD permitiu a solubilizacdo adequada do
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farmaco e apresentou o melhor fluxo de penetracdo da capsaicina, em concentracéo
de 0,075% (m/V).

Webster et al. (2010) desenvolveram um adesivo com elevada concentracao
de capsaicina (8%) para o tratamento da neuralgia herpética, uma complicacdo da
herpes zoster. Os autores relataram a seguranca e a eficacia desse adesivo na
reducdo da dor, aplicado por um periodo de 60 minutos.

Yamauchi et al. (2010) imobilizaram a capsaicina em nanoparticulas de silica
funcionalizadas com poli(amidoamina). O produto obtido foi disperso uniformemente
em agua e apresentou atividade estimulante em nervos sensoriais de camundongos,
por meio de dois testes farmacoldgicos.

Choi et al. (2011) relataram a obtencédo e a caracterizacdo de nanoemulsdes
contendo capsaicina pelo método de automontagem camada-a- camada. O
tamanho de particula das nanoemulsées de camada dupla, preparadas com alginato
ou quitosana, foram inferiores a 20 nm. A nanoemulsao de camada tripla, obtida a
partir da complexacéo entre os dois biopolimeros, também foi elaborada com éxito e
resultou em um tamanho de particula médio de 16.69 nm. Segundo 0s mesmos
autores, essas nanoemulsdes constituem um sistema promissor para uso na
producao de alimentos funcionais contendo capsaicina.

Contri et al. (2011) nanoencapsularam a capsaicina e a di-hidrocapsaicina,
como uma estratégia para controlar a liberacéo, prolongar o efeito analgésico topico
e reduzir a sensacao de ardéncia e irritacdo na pele. As nanocapsulas apresentaram
didmetro médio 153 nm e potencial zeta de 9,62 mV. O pH da suspensédo aquosa de
nanoparticulas foi de 5,72, o que é adequado para a aplicacdo cutanea. O teor de
capsaicinoides foi de 0,5 mg/mL (64% de capsaicina e 33% de di-hidrocapsaicina),
com eficiéncia de encapsulacao proxima a 100%. Os perfis de dissolucao in vitro
demonstraram que a liberacdo da capsaicina e da di-hidrocapsaicina foi prolongada
por meio de nanoencapsulacao.

Kim et al. (2011) desenvolveram formula¢cdes de nanoparticulas contendo
capsaicina. Nanoparticulas de poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA)
carregadas com capsaicina foram preparadas pelo método de nanoprecipitacao.
Essas formulacdes apresentaram tamanho de particula variando de 153 a 162 nm,
eficiéncia de encapsulagédo entre 20 e 25% e liberagdo do farmaco de 5 a 11 dias.
Para obter uma liberacdo mais prolongada, microparticulas de PLLA, PLGA e PCL

foram obtidas por emulsdo simples/evaporacao-extracdo do solvente. As particulas
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de PLLA mostraram um perfil de dissolugdo mais prolongado, atingindo 1 més de
liberacdo para as nanoparticulas com 800 nm.

Tavano et al. (2011) avaliaram niossomas, formulados com uma mistura de
Tween® 80 e Span® 80, contendo capsaicina para a sua administracédo tépica. Os
niossomas foram comparados com microemulsdes obtidas com a mesma propor¢cao
de tensoativos. Os estudos de permeacdo percutanea da capsaicina, a partir das
formulacdes, foram realizados por meio de células de difusdo de Franz. Embora os
dois transportadores foram considerados eficazes, os niossomas apresentaram o
melhor desempenho em relacdo as microemulsées, no que diz respeito a absorgcéo
transdérmica da capsaicina.

Na area de tecnologia de alimentos, Li et al. (2013) obtiveram formulagfes
inovadoras contendo capsaicina, denominadas de layered noodles, massa
elaborada em diferentes camadas, apreciada pelos consumidores asiaticos. Na
fabricagcdo, a capsaicina foi colocada entre duas camadas gastro-resistentes,
constituidas por farinha de trigo, proteina isolada de soja e transglutaminase
microbiana. O proposito desses produtos foi viabilizar a administracdo oral da
capsaicina, por reduzir a irritagdo na cavidade oral e no estbmago e prolongar a
liberacdo no intestino. As formulacfes exibiram propriedades de tracdo e de textura
adequadas, retencéo elevada da capsaicina e foram aprovados no teste sensorial,
em comparac¢ao com o controle.

Em termos comerciais, foi verificada a disponibilidade no mercado brasileiro
de um ativo fitoquimico denominado Thermo Slim®, formado por microcéapsulas
contendo a oleoresina de Capsicum sp. Segundo as informacgcdes gerais do
fornecedor, esse ativo foi desenvolvido para atuar como termogénico e
sacietogénico por apresentar os capsaicinoides na sua composicao.

Dessa forma, considerando o pequeno numero de artigos relacionados a
liberacdo modificada dos capsaicinoides, associado a possibilidade de reduzir a
irritacéo resultante da administragéo oral dessas vanililamidas e de ter uma liberagao
prolongada ao longo do trato gastrointestinal, surge-se a perspectiva de instituir o
uso de microparticulas poliméricas de PCL voltadas a administracdo oral de
capsaicinoides, com potencial efeito no tratamento da obesidade.
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

41 Materiais

Os capsaicinoides foram adquiridos como uma mistura de 73,1% de
capsaicina e 26,9% de dihidrocapsaicina do fornecedor Valdequimica Produtos
Quimicos (S&o Paulo, Brasil). Os polimeros poli-e-caprolactona (PCL)
(My, 70.000 a 90.000 g.mol™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e poli(alcool
vinilico) (PVA) (M, 72.000 g.mol™, 88,5 mol% de hidrélise, Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foram empregados sem qualquer tratamento prévio. Os demais reagentes e
solventes apresentaram grau analitico e, quando necessario, grau HPLC. Agua
purificada  pelo processo  de osmose reversa no equipamento
TE-4007-10 (Tecnal, Piracicaba, Brasil) foi empregada para a obtencdo das
microparticulas. Agua ultrapura, obtida por meio do Milli-Q® Ultrapure Water
Purification System (Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos), foi utilizada nas

analises cromatograficas.

4.2  Fluxograma experimental

Este trabalho iniciou com a obtencdo das microparticulas poliméricas
contendo capsaicinoides, nas concentracdes de 3, 5 e 10% (m/m), utilizando o
polimero biodegradavel PCL. Ap6s o calculo do rendimento do processo de
microencapsulacéao, foi verificada a umidade das microparticulas, frente ao farmaco
e ao polimero de partida. Para a determinacdo quantitativa dos capsaicinoides
incorporados nas microparticulas poliméricas foi utilizado o método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia, previamente validado, avaliando a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco. A validacdo foi realizada para os parametros de
especificidade, linearidade, intervalo, repetibilidade, precisédo intermediaria, exatiddo
e robustez. Os sistemas microparticulados foram caracterizados por meio de estudos
morfoldgicos, espectroscopicos e térmicos. A liberacao in vitro dos capsaicinoides foi
estudada a partir dos ensaios de dissolucao, sendo que os perfis de liberagao foram
avaliados por métodos dependentes e independentes. A tolerancia gastrica e o
potencial antiulcerogénico das microparticulas poliméricas contendo capsaicinoides

foi investigada por meio da administragdo oral das formulagbes em ratos,
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empregando gavagem gastrica. O efeito bioldégico das microparticulas contendo
capsaicinoides na distribuicdo dos depdsitos de gordura e nos parametros
bioquimicos de colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos, LDL-colesterol e
glicose, além da tolerancia a insulina, foi estudado em ratos com obesidade induzida
por lesdo hipotalamica utlizando L-glutamato monossédico (MSG), frente ao
controle. As etapas que compOe o0 presente estudo estdo sumarizadas no

fluxograma da Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma do presente trabalho de dissertacao
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4.3

Preparacdo das microparticulas poliméricas contendo capsaicinoides

As microparticulas contendo capsaicinoides foram preparadas pelo método de

emulsdo simples e evaporacdo do solvente organico (KANG et al.,, 2007),

empregando PCL como polimero. Os materiais obtidos nas concentracfes teoricas
de 0, 3, 5 e 10% de capsaicinoides na composicao (MCO, MC3, MC5 e MC10,

respectivamente) estdo descritos na Tabela 2. Todas as formulagées foram
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desenvolvidas em triplicata, sendo que as microparticulas denominadas MCO foram
elaboradas na auséncia do farmaco, como controle negativo.

Os capsaicinoides e o polimero PCL foram dissolvidos em 40 mL de
diclorometano. Essa fase organica foi adicionada na fase aquosa, sob agitacédo
mecanica de 3.500 rev.min™* por 5 min, em equipamento Fisatom, modelo 713 (S&o
Paulo, Brasil). A emulsdo foi mantida em agitacdo mecanica de
1000 rev.min™, a temperatura ambiente, durante 6 h, em capela de exaustdo.
Transcorrido o tempo para a evaporacao do solvente organico, as microparticulas
foram separadas por centrifugacéo a 2.000 rev.min™ durante 10 min, em centrifuga
para tubos Bio Eng, modelo BE-4004 (S&o Paulo, Brasil), e lavadas, por 2 vezes,
com agua purificada. Os produtos obtidos foram secos em estufa a 40 + 1°C (Estufa
Quimis, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil).

Tabela 2 — Composicdo das formulacdes de microparticulas poliméricas contendo
capsaicinoides.

Formulacéao

Composicao MCO MC3 MC5 MC10
Fase aquosa

Polisorbato 80 (g) 0,25 0,25 0,25 0,25
PVA (g9) 4,00 4,00 4,00 4,00
Agua purificada (mL) 200,0 200,0 200,0 200,0
Fase Organica

Capsaicinoides (g) — 0,06 0,10 0,20
PCL (9) 2,00 1,94 1,90 1,80
Diclorometano (mL) 40,0 40,0 40,0 40,0

4.3.1 Mistura fisica

A mistura fisica entre os capsaicinoides e a PCL foi elaborada para uma
caracterizagdo comparativa com 0s materiais microparticulados em estudo. Foi
preparada uma mistura fisica na propor¢cdo, em massa, de 1:1 (capsacinoides:PCL)
(50% m/m).

4.3.2 Rendimento
O rendimento foi calculado pela razdo entre a massa obtida apos a
preparacdo das microparticulas pela soma das massas do farmaco e do polimero,

excluindo os demais componentes, conforme apresentado na Equacgao 1.



43

R = ( massa de microparticulas ) x100 (Equagéo 1)

massa inicial (PCL+capsaicinoides)
4.4  Determinacdo da umidade

O conteudo de agua presente no farmaco, no polimero e nas microparticulas
foi avaliado no analisador de umidade por infravermelho (Bel Engineering, modelo
TOP RAY 160, Monza, Itdlia). Previamente, a termobalanca foi calibrada, conforme
as indicacfes do fabricante.

Para cada amostra, uma massa exata, de aproximadamente 1 g, foi colocada
em um prato de aluminio e mantida em aquecimento a 105°C, durante um periodo
de tempo variavel, até massa constante. O valor em porcentagem referente a perda
de massa foi calculado como sendo o teor de umidade da amostra. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.5 Determinacdo quantitativa

A concentracdo de farmaco incorporado nas microparticulas (mg.g™) foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrofotometria
no UV, em sistema cromatografico Merck-HitachiLaChrom, modelo D-7000

(Darmstadt, Alemanha), conforme os parametros estabelecidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros cromatograficos utilizados para a quantificacdo dos
capsaicinoides por HPLC/UV.

Caracteristicas analiticas Descricao

Coluna LiChrospher® RP-18 250 X 4,6 mm, 5 pm
Temperatura do forno 30°C

Fase movel agua ajustada com acido acético glacial

para pH 4,5:acetonitrila (30:70)
Volume de injecdo 20 pL
Fluxo 0,75 mL.min*

Detecgéo UV (A =280 nm)
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4.5.1 Validacdo do método analitico para quantificacdo dos capsaicinoides
presentes nas microparticulas

Previamente, o método de quantificacdo passou pelo processo de validacéo
analitica. A validacdo do método analitico por HPLC/UV foi realizada segundo os
critérios propostos pelo ICH (International Conference on Harmonization) (2005) e
resolucao R.E. 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade, intervalo,
precisao, limite de deteccdao, limite de quantificacédo, exatidao e robustez.

A especificidade do método cromatografico foi avaliada por comparacdo do
cromatograma das microparticulas MCO (controle negativo) com os cromatogramas
das formulacdes contendo capsaicinoides (MC3, MC5 e MC10), com o propdsito de
confirmar que nenhum dos excipientes usados na preparacdo das microparticulas
interferiu na quantificagdo do farmaco.

Para o estudo da linearidade e do intervalo, foram elaboradas trés curvas
analiticas, com sete niveis de concentracdo (10, 20, 25, 30, 35, 40 e 50 pg.mL™),
utilizando etanol como solvente. A equagao da reta e o coeficiente de correlagdo (r)
foram determinados. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados,
por meio da relacdo entre o desvio padrdo da curva analitica e a sua inclinacao,
usando os fatores multiplicadores sugeridos pela norma ICH (2005), conforme

demonstrado nas Equacdes 2 e 3.

__3,3xDP
B

LD

(Equacéo 2)

_ 10xDP
~ B

LQ (Equacéo 3)

Sendo, LD, o limite de deteccéo; LQ, o limite de quantificacdo; DP, o desvio padrao

da curva analitica; e B, o coeficiente angular.

Para avaliar a repetibilidade, trés concentracdoes diferentes (10, 30 e
50 pg.mL™) foram analisadas em triplicata, totalizando nove determinagées, sendo o
resultado expresso em termos de desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacao percentual (CV%) intradia. A precisédo intermediéria foi avaliada por meio da

comparacao entre as determinacées de uma mesma concentracéo (30 ug.mL™), em
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triplicata, mas realizadas em trés dias n&o-consecutivos, calculando-se
posteriormente o DPR ou CV% inter-dia.

A exatidao foi determinada por meio do método de recuperacéo. Para isso, foi
adicionada uma quantidade conhecida de farmaco (2 pg.mL™) & solugéo-amostra,
resultando nas concentracbes de 22, 32 e 42 ug.mL™. As solucbes foram
elaboradas em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem de
recuperacao.

Para a avaliacdo da robustez, as concentracdes de 10, 30 e 50 pg.mL™ foram
submetidas a diferentes condicBes de fluxo da fase moével, de temperatura e de
coluna cromatografica e avaliadas em triplicata. O fluxo foi modificado de
0,75mL.min"* para 0,65 e 0,85 mL.min"*. A temperatura foi alterada de 30°C para 35
e 45°C. A coluna cromatografica foi trocada pela coluna similar Waters XTerra C18
(250 X 4,6 mm, 5 ym). Os resultados de cada parametro foram analisados por meio
do DPR e comparados com os valores obtidos para a condi¢géo padrao.

As solugdes-amostra utilizadas para a avaliacdo da repetibilidade, precisao

intermediéria, exatidao e robustez foram preparadas a partir da formulacdo MC5.

4.5.2 Determinacado dos capsaicinoides incorporados nas microparticulas
Resumidamente, foi pesada uma massa exata de microparticulas, equivalente
a 3 mg de capsaicinoides. Esse material foi disperso em 7 mL de etanol e mantido
por 24 h, em agitacdo magnética (1000 rev.min™'), empregando o agitador
magnético Fisatom, modelo 753A (Sao Paulo, Brasil). O volume foi completado, em
baldo volumétrico, com o mesmo solvente, até 10 mL e filtrado por membrana de
poli(fluoreto de vinilideno) (Durapore®, filtro hidrofilico, 0,45um de abertura dos
poros, Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos). Em seguida, o filtrado foi diluido em
etanol para uma concentracdo teérica de 30 pug.mL™ e a concentracéo real do
farmaco foi determinada por HPLC/UV em 280 nm. O doseamento foi realizado em
triplicata, frente ao método analitico previamente validado na faixa de 10 a 50

pg.mL~™

4.5.3 Eficiéncia de encapsulagéo
Considerando os resultados obtidos na quantificacdo dos capsaicinoides, a

eficiéncia de encapsulacéo (EE, %) foi calculada a partir da diferenca entre a massa
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de farmaco inicialmente adicionado em cada formulagdo e a massa presente nas

microparticulas, conforme demonstrado na Equacéo 4.

massa dos capsaicinoides nas microparticulas

EE = ( )x100  (Equagéo 4)

massa inicial (teérica)dos capsaicinoides

4.6  Caracterizacao dos sistemas poliméricos microparticulados

As microparticulas poliméricas contendo capsaicinoides foram caracterizadas

por métodos morfoldgicos, espectroscopicos e térmicos.

4.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo morfolégica e de superficie das microparticulas foi efetuada no
microscopico eletrénico de varredura Jeol, modelo JSM-6360LV (Quioto, Japdo). As
microparticulas foram levadas a estufa a vacuo Tecnal, modelo TE 395 (Piracicaba,
Brasil) e, posteriormente, fixadas em suporte metalico. Na sequéncia, foram
submetidas a metalizacdo com ouro no equipamento Balzers Sputtering, modelo
SCD-030 (Bingen, Alemanha). As micrografias foram obtidas em diferentes
magnificacdes, apds a visualizagdo das amostras, empregando voltagens de
aceleracdo de 10 ou 15 kV. O registro das imagens ocorreu por meio da utilizagao
do software especifico, The SEM ControlUser® Interface (versdo 6.01, JeolTechnics,

Quioto, Japao).

4.6.2 Difragao de raios X (XRD)

As microparticulas poliméricas, o farmaco, o polimero de partida e a mistura
fisica foram examinados em difratbmetro de raios X Rigaku, modelo Ultima IV
(Shibuya-Ku, Jap&o), scan de 2°.min™* e 20 de 5° a 80°, radiacdo Ko de cobre (A =
1.5418 A), corrente de 30 mA e voltagem 40 kV.

4.6.3 Tamanho de particula e dispersao granulométrica

O tamanho de particula das formulacdes foi avaliado por espectrometria de
difracdo a laser, utilizando um granuldmetro a laser Cilas 920L (Marseille, Franga),
com faixa de analise entre 0,3 a 400 pm.

As amostras pulverizadas e secas foram dispersas em agua filtrada e

sonicadas por 1 min, antes de ser realizada a medida. A partir da suspensao
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homogénea obtida, por meio do software especifico, The Particle Expert® (versdo
5.12, Cilas, Marseille, Franca), o diametro médio e a distribuicdo de tamanho das
microparticulas foram determinados. O span, valor matematico definido como a
medida da dispersdo granulométrica, que avalia a variagdo do volume de
distribuicdo das particulas em relagdo ao didmetro médio, foi calculado a partir da
Equacéo 5.

d(v,90)—4(v,10)

span = (Equacéo 5)

d(v,50)

Sendo, dy,10), dws0 € dyo), respectivamente, o diametro das particulas
correspondente a 10, 50 e 90% da distribuicdo acumulada para a amostra.

4.6.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

As microparticulas poliméricas foram analisadas por espectroscopia ha regiao
do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 196
mg de KBr grau espectroscépico (2% em massa), no equipamento Shimadzu,
modelo IR Prestige-21 (Quioto, Jap&o), 32 scans.min™*, resolucdo de 4 cm™. Os
espectros obtidos por infravermelho com transformada de Fourier das
microparticulas foram avaliados frente aos espectros do farmaco, do polimero de
partida e da mistura fisica.

4.6.5 Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi estudada por meio das curvas de
TGA, que foram obtidas na faixa de temperatura entre 20 e
800°C. Para isso, foi empregada uma termobalanca Shimadzu, modelo TGA-50
(Quioto, Jap&o), sob razdo dinamica de nitrogénio (100 mL.min™"), empregando uma
razdo de aquecimento de 10°C.min™!, em microcadinhos de alumina contendo
aproximadamente 5 + 0,1 mg da amostra. O equipamento foi previamente aferido

com sulfato de cobre penta-hidratado.

4.6.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
Os termogramas foram elaborados para o farmaco capsaicinoides, para o

polimero PCL, para a mistura fisica e para as microparticulas preparadas, na faixa
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de temperatura entre — 100 e 120°C. Foi utilizada uma célula calorimétrica Netzsch,
modelo DSC 200 F3 (Burlington, VE, USA), em atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min™%), razdo de aquecimento de 10°C.min™*, sendo que a amostra (2,5 mg) foi
acondicionada em capsula de aluminio fechada. O equipamento foi previamente
calibrado com indio (f.f. = 156,6°C; AHsuszo = 28,54 J.g ™) e zinco (f.f. = 419,6°C).

4.7  Estudo de liberagéo in vitro

Os ensaios de liberacdo in vitro foram conduzidos para o farmaco puro
(capsaicinoides em mistura de 73,1% de capsaicina e 26,9% de di-hidrocapsaicina)
e para as microparticulas MC3, MC5 e MC10. Para tanto, foi empregado o aparato 2
(pa) do dissolutor de cubas 299/3 (Nova Etica, Vargem Grande Paulista, Brasil),
mantendo a temperatura do sistema em 37 + 0,5°C, a agitacdo em 75 rev.min™*, por
um periodo total de 36 h. O meio de dissolucédo utilizado foi o tampao fosfato pH =
6,8 (50 mmol.L™* de KH,PO,4 e 22,4 mmol.L™* de NaOH), contendo 0,1% (m/V) de
Tween® 80, em volume de 900 mL. Em intervalos de tempo pré-determinados,
amostras de 10 mL foram coletadas, com a reposicdo do meio de dissolucdo em
igual volume, e analisadas em 210 nm no espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Fisher

Scientific, modelo Genesys 10 UV Scanning (Madison, W1, Estados Unidos).

4.7.1 Avaliacdo dos perfis de liberacdo

Os perfis de liberacdo in vitro foram obtidos plotando-se a porcentagem de
capsaicinoides liberada em funcdo do tempo. Posteriormente, esses resultados
foram analisados por meio do teste da razao (eficiéncia de dissolucdo) e dos
métodos modelo-dependentes.

A eficiéncia de dissolucdo dos capsaicinoides foi determinada segundo Gil,
Orlando e Matias (2005) e Khan (1975), e comparada com a eficiéncia de dissolugcao
das diferentes formulacées de microparticulas. A eficiéncia de dissolugcdo € uma
avaliacdo modelo-independente, definida pela area sob a curva de dissolucdo e
expressa como a percentagem da area de um retangulo que descreve 100% da

dissolugéo, em um determinado periodo de tempo (Equagéo 6).

t
_ Joyat
Y1oo.t

ED x100% (Equacgéo 6)

Na qual: y é a porcentagem de farmaco dissolvido no tempo t.
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A avaliacdo matematica dos perfis de liberacédo in vitro foi realizada pelo
ajuste dos dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equacédo 7), ao
modelo biexponencial (Equacdo 8), ao modelo de ordem zero (Equacédo 9) e ao
modelo de Weibull (Equacédo 10), considerando os resultados do critério de selecéo
de modelo (MSC), do coeficiente de correlacdo, do ajuste gréfico e da coeréncia dos

valores encontrados para as constantes de velocidade para cada modelo.

%D = 100(1 — e ) (Equac&o 7)
%D = 100[1 — (Ae~** + Be~F*)]  (Equagéo 8)

%D =kt (Equacao 9)

t
%D = 100[1 — e"(ﬁ)b] (Equacéo 10)

Nas quais: %D, percentual do farmaco dissolvido no tempo t; k, a e 8, constantes
cinéticas de dissolucéo verificadas; A e B, concentracdes iniciais do farmaco que
contribuem para as duas fases de dissolucao; Td, tempo no qual 63,2 % do farmaco
é dissolvido; b, parametro relacionado as caracteristicas estruturais e geométricas
da forma farmacéutica.

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Equacdo 11) ou lei das
poténcias foi também aplicado, permitindo a obtencéo dos parametros a e n, com a
finalidade de ampliar a informacdo sobre o mecanismo de liberacdo do farmaco a

partir dos sistemas microparticulados.

ft =at™ (Equacéo 11)

Na qual: a, constante que incorpora as caracteristicas estruturais e geomeétricas da
forma farmacéutica; n, expoente de liberacdo que é indicativo do mecanismo de
liberacéo; ft, fracdo do farmaco dissolvido no tempo t.

Para sistemas esféricos, a lei das poténcias apresenta duas interpretacdes
fisico-quimicas distintas. Quando n assume um valor inferior a 0,43, isso indica que

7

a liberacdo da substancia é controlada por difusdo (mecanismo de transporte

Fickiano). Quando n é superior a 0,85, indica que a liberacdo € controlada pelo

inchamento (ou erosao) do polimero (transporte caso Il ou mecanismo de transporte
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nao-Fickiano). Valores de n entre 0,43 e 0,85 estdo relacionados com a
sobreposicdo de ambos os fenGmenos, denominado de transporte andémalo
(SIEPMANN, PEPPAS, 2001).

Os métodos modelo-dependentes destinados a avaliagdo dos perfis de
liberagdo foram aplicados com o auxilio do software MicroMath Scientist®
(versao 2.01, Saint Louis, MO, Estados Unidos).

4.8 Ensaios bioldgicos in vivo

As microparticulas de PCL contendo 5% de capsaicinoides (MC5) foram
testadas em trés diferentes modelos farmacoldgicos in vivo com o propdsito de
avaliar a tolerdncia gastrica, o potencial antiulcerogénico e o efeito dessas
formulagcbes na obesidade induzida por lesédo hipotalamica utilizando L-glutamato
monossodico.

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEPG), sob o protocolo de nimero
14/2012, em conformidade com os principios éticos na experimentacdo animal,

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.8.1 Tolerancia gastrica
4.8.1.1 Animais

Ratos Wistar machos, com 60 dias de idade, pesando entre 180 e 230 g,
foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (22 + 2°C), em condicbes
controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro de 12/12 h), com agua e racédo ad

libitum.

4.8.1.2 Protocolo experimental

Trinta ratos foram randomicamente divididos em cinco grupos de seis animais
cada. O grupo CAP recebeu capsaicinoides (30 mg/kg, via oral); ao grupo MC5, foi
administrada a formulacdo de microparticulas de PCL contendo capsaicinoides
(MC5, em guantidade equivalente a 30 mg/kg de capsaicinoides, via oral); o grupo
MCO recebeu a formulacdo de microparticulas de PCL sem farmaco (MCO, em
massa equivalente ao grupo MC5); ao grupo TCM, foi administrado o veiculo usado
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nas formulagcbes, 1 mL de triglicerideos de cadeia média (triglicerideos do &cido
caprico e acido caprilico); e o grupo SAL recebeu 1 mL de solucdo salina a 0,9%
(m/V). O tratamento foi feito por um periodo de 15 dias consecutivos, com
administracd@o oral por gavagem gastrica, uma vez ao dia (FANDOHAN et al., 2008).
Apés o periodo de administragdo, os animais foram eutanasiados para posterior
remocao do estbmago e analise histoldgica.

4.8.1.3 Analise histologica

Apés os ratos terem sido sacrificados, empregando uma overdose de
anestésicos (quetamina e xilazina), os estdbmagos foram retirados por meio de uma
incisdo abdominal e imediatamente lavados com &agua destilada por duas vezes.
Cada estdmago foi transferido para um recipiente contendo solu¢céo de Bouin para a
fixacdo. Apos 24 h, esse orgédo foi armazenado em éalcool 70% (V/V). Para a analise
histoldgica, cada estbmago foi processado, embebido em parafina, seccionado em
espessura de 5 um, e corados com hematoxilina e eosina para a avaliacao
microscopica (FANDOHAN et al., 2008).

4.8.2 Atividade antiulcerogénica
4.8.2.1 Animais

Os experimentos de atividade antiulcerogénica foram conduzidos com ratos
Wistar machos, de aproximadamente 90 dias, pesando entre 250 e 300 g, obtidos do
Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os animais foram
mantidos em ambiente climatizado (22 + 2°C), com agua e racdo ad libitum, em

condicBes controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro de 12/12 h).

4.8.2.2 Protocolo experimental

Quarenta e dois ratos foram randomicamente divididos em sete grupos de
seis animais cada. O grupo CAP recebeu capsaicinoides (15 mg/kg, via oral); ao
grupo MC5, foi administrada a formulacdo de microparticulas de PCL contendo
capsaicinoides (MC5, em quantidade equivalente a 15 mg/kg de capsaicinoides, via
oral); o grupo MCO recebeu a formulacdo de microparticulas de PCL sem farmaco
(MCO, em massa equivalente ao grupo MC5); ao grupo RAN, foi administrada
ranitidina (100 mg/kg, via oral); o grupo OME recebeu omeprazol (20 mg/kg); ao
grupo TCM, foi administrado o veiculo usado nas formulagbes, 0,5 mL de
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triglicerideos de cadeia média (triglicerideos do &cido caprico e acido caprilico); e o
grupo H,O recebeu 0,5 mL de 4gua. Depois de uma hora, os ratos receberam por
via oral, através de gavagem gastrica, 0,5 mL de etanol P.A. para induzir Ulceras
gastricas (COSTA et al., 2012). Os animais foram eutanasiados, uma hora apos o
tratamento com o agente ulcerogénico. Os estdbmagos foram retirados, abertos ao
longo da curvatura maior e, em seguida, lavados com soro fisiologico 0,9%. Na
sequéncia, as les6es foram identificadas, qualificadas e quantificadas, empregando

o indice de lesOes ulcerativas.

4.8.2.3 indice de leses ulcerativas (ILU)

As lesbes foram avaliadas quali-quantitativamente, recebendo uma pontuacéo
conforme a classificacdo: lesdo ulcerativa com area maior do que 1 mm: 1 ponto;
les&o ulcerativa com area menor do que 1 mm: 1 ponto; lesdo hemorragica: 1 ponto;
perda de pregas: 1 ponto; perda de cor: 1 ponto; e lesdes petequiais (até 10
petéquias: 1 ponto; até 20: 2 pontos; 30 ou mais: 3 pontos). Os resultados foram

expressos como indice de lesdes ulcerativas (ILU), por meio da Equacéo 12.

ILU = (3xA) + 2xB) +C+D+E+F (Equacdo 12)

Na qual: A, lesdo ulcerativa > 1 mm; B, lesdo ulcerativa < 1 mm; C, leséo

hemorragica; D, perda de pregas; E, perda de cor; F, lesbes petequiais.

Considerando o ILU obtido para todos os grupos experimentais, foi possivel
calcular a porcentagem de inibicdo da ulceracdo em relacdo ao grupo controle
negativo (H,O), de acordo com a Equacao 13.

ILU ivo — ILU it
Y ~ controle negativo teste ou controle positivo
% Inibicdo da ulceragdao = ( g P x100

IL Ucontrole negativo

(Equacéo 13)

4.8.3 Efeito das microparticulas poliméricas de PCL contendo capsaicinoides no
tratamento da obesidade
4.8.3.1 Animais

Sessenta ratos Wistar machos, logo apés o nascimento, foram divididos

randomicamente em dois grupos, denominados de grupo MSG (ratos obesos) e de
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grupo CON (ratos controle). A obesidade foi induzida pela administragao
intradérmica de L-glutamato monossédico (MSG), durante os primeiros cinco dias de
vida, nos ratos do grupo MSG, empregando a dose de 4 g/kg. No mesmo periodo,
injecdes intradérmicas de solucdo salina equimolar (cloreto de sédio 0,9% m/V)
foram administradas ao grupo CON, com o propésito de reproduzir 0 mesmo
estresse da aplicacdo sofrida pelo grupo MSG. Para ambos os grupos, a ninhada foi
mantida com a fémea progenitora até o 21° dia de vida, quando foram
desmamados. Durante todo o protocolo experimental, 0s animais permaneceram em
ambiente climatizado (22 + 2°C), com agua e racao ad libitum, em condi¢cdes

controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro de 12/12 h).

4.8.3.2 Protocolo experimental

Aos sessenta dias ap0s 0 nascimento, trinta ratos pertences ao grupo MSG
(ratos obesos) foram novamente divididos, de forma aleatoria, em cinco grupos de
seis animais cada. O grupo MSG-CAP recebeu capsaicinoides (15 mg/kg, via oral);
ao grupo MSG-MC5, foi administrada a formulacdo de microparticulas de PCL
contendo capsaicinoides (MC5, em quantidade equivalente a 15 mg/kg de
capsaicinoides, via oral); o grupo MSG-MCO recebeu a formulagcdo de
microparticulas de PCL sem farmaco (MCO, em massa equivalente ao grupo MC5);
ao grupo MSG-TCM, foi administrado o veiculo usado nas formulacdes, 1 mL de
triglicerideos de cadeia média (triglicerideos do acido caprico e acido caprilico); e o
grupo MSG-SAL recebeu 1 mL de solugéo salina a 0,9% (m/V).

O mesmo procedimento foi adotado para trinta animais do grupo CON (ratos
controle), compondo cinco novos grupos de seis animais cada. Ao grupo CON-CAP,
foram administrados capsaicinoides (15 mg/kg, via oral); o grupo CON-MC5 recebeu
a formulacdo de microparticulas de PCL contendo capsaicinoides (MC5, em
quantidade equivalente a 15 mg/kg de capsaicinoides, via oral); ao grupo CON-MCO,
foi administrada a formulagdo de microparticulas de PCL sem farmaco (MCO, em
massa equivalente ao grupo MC5); o grupo CON-TCM recebeu o veiculo usado nas
formulacdes, 1 mL de triglicerideos de cadeia média (triglicerideos do acido caprico
e acido caprilico); e, ao grupo CON-SAL, foi administrado 1 mL de solucéo salina a
0,9% (m/V).

O tratamento foi realizado por um periodo de 30 dias consecutivos, com

administracdo oral por gavagem gastrica, uma vez ao dia (GRASSIOLLI, GRAVENA,
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MATHIAS, 2007). Aos 90 dias, amostras de sangue dos ratos foram coletadas para
a quantificacdo de parametros bioquimicos, sendo que os animais foram também

eutanasiados para a avaliacdo da obesidade.

4.8.3.3 Obtencao das amostras de sangue

Finalizado o tratamento de 30 dias, apdés jejum de 8 h, os animais
pertencentes aos grupos MSG e aos grupos CON foram pesados e amostras de
sangue foram retiradas da veia caudal em microtubos heparinizados e fluoretados. O
plasma foi separado por centrifugacdo, a 3500 rpm durante 10 minutos, em
centrifuga para tubos Bio Eng, modelo BE-4004 (S&o Paulo, Brasil). Os plasmas

foram armazenados a — 40°C para as analises bioquimicas posteriores.

4.8.3.4 Avaliagédo da obesidade

Apés a coleta de sangue para as andlises bioquimicas, os animais dos grupos
MSG e dos grupos CON foram anestesiados por quetamina (55 mg/kg) e xilazina (8
mg/kg) e sacrificados por deslocamento cervical (GRASSIOLLI, GRAVENA,
MATHIAS, 2007). O comprimento nasoanal (cm) foi entdo determinado, para a
obtencdo do indice de Lee (BERNARDIS, PATTERSON, 1968), de acordo com a
Equacéo 14.

3Q/massa corporal(g)

indice de Lee = ( >x1000 (Equacéo 14)

comprimento nasoanal(cm)

Os depoésitos de gordura presentes na regido mesentérica, na regido
periepididimal e na regido retroperitonial foram cuidadosamente removidos a partir
de uma incisao peritoneal (YAN et al., 2007). ApGs a lavagem com agua destilada,
as massas de tecido adiposo foram determinadas por meio do uso de uma balanca
analitica, com capacidade de 220 g e sensibilidade de 0,1 mg.

4.8.3.5 Determinacéo de parametros bioquimicos

A concentracdo de colesterol total foi determinada no plasma heparinizado,
por meio do método colorimétrico-enzimatico, utilizando o kit comercial colesterol
CHOD-PAP (Kovalent, Sdo Goncalo, Brasil). Para isso, 1000 pL do reagente de

colesterol foram adicionados a 10 uL da amostra de plasma. Apos um periodo de
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incubagéo de 10 min a 37°C, a absorvancia foi lida em 500 nm, por meio do
equipamento automatizado ADVIA 1200 Chemistry System (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, NY, Estados Unidos). A dosagem foi feita em duplicata.

A determinacdo da concentracdo de HDL-colesterol no plasma heparinizado
foi realizada em duplicata por meio da utilizag&o do kit enzimético-colorimético Direct
HDL Cholesterol (Siemens Healthcare Diagnostics), sendo que a absorvancia foi lida
em 596 nm, no equipamento automatizado ADVIA 1200 Chemistry System (Siemens
Healthcare Diagnostics).

A concentracdo de triglicerideos séricos foi medida por método enzimético-
colorimétrico com o kit comercial GPO-PAP (Kovalent) em duplicata. Para isso, 1000
uL do reagente de triglicerideos foram adicionados a 10 pL do plasma heparinizado.
Apds um periodo de incubacéo de 10 min a 37°C, a absorvancia foi lida em 500 nm,
empregando o equipamento automatizado ADVIA 1200 Chemistry System (Siemens
Healthcare Diagnostics).

Com base nos valores obtidos previamente para o colesterol total, para o
HDL-colesterol e para os triglicerideos, a concentracdo de LDL-colesterol foi
estimada pela equacéo de Friedewald (FRIEDEWALD, LEVY, FREDRICKSON,
1972), conforme a Equacao 15.

LDL yiesteror = colesterol total — [HDLwlesterol + (%)] (Equacéo 15)

Na qual: TG, triglicerideos.

A determinacao da concentracao de glicose no plasma fluoretado foi realizada
em duplicata por meio do kit enzimatico-colorimético GOD-PAP (Kovalent), sendo
gue a absorvancia foi lida em 500 nm, no equipamento automatizado ADVIA 1200

Chemistry System (Siemens Healthcare Diagnostics).



56

4.9 Andlises estatisticas

Os resultados da atividade antiulcerogénica, dos parametros de obesidade e
dos ensaios bioquimicos foram expressos como meédia + erro padrdo da média
(EPM). A comparacgdo entre os grupos foi feita por analise de variancia (ANOVA)
fator Unico, com post hoc de Bonferroni, empregando o software GraphPad Prism
(versao 4.0, LaJolla, CA, Estados Unidos). A significancia estatistica foi considerada

quando p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microparticulas contendo capsaicinoides foram obtidas com sucesso pelo
método de emulsdo simples (O/A) e evaporacao do solvente. Apds a secagem, 0S

materiais apresentaram um aspecto macroscopico pulverulento de cor branca.

5.1 Rendimento

Os rendimentos do processo de microencapsulacao estéo descritos na Tabela
4. Todas as formulacfes revelaram valores médios de rendimento superiores a 75%,
0 que pode ser considerado aceitavel, a partir do método de microencapsulacao

empregado.

Tabela 4 — Rendimento* obtido para as formulacdes de microparticulas, a partir do
meétodo de emulsdo simples/evaporacao do solvente.

Formulacao Capsaicinoides (mg.g™) Rendimento (%)
MCO - 79,8+ 3,2
MC3 30 80,5+1,0
MC5 50 75,7+4,0
MC10 100 78,7+5,0

* média (n = 3) £ desvio padréo

5.2 Determinacao do teor de umidade

A Tabela 5 fornece os resultados referentes ao teor de agua presente no
farmaco, no polimero e nas microparticulas MCO, MC3, MC5 e MC10. O farmaco
indicou um conteddo de agua bastante reduzido, de apenas 0,19%. Foi verificado
gue as microparticulas apresentaram um teor de umidade semelhante ou inferior ao
do polimero puro, variando entre 0,78 e 1,15%, respectivamente para as
formulacées MC5 e MC3.

Tabela 5 — Teor de agua* obtido para os capsaicinoides, para a PCL e para as
microparticulas.

Material Umidade (%)
Capsaicinoides 0,19+ 0,03
PCL 1,07+ 0,06
MCO 0,86+ 0,05
MC3 1,15+ 0,09
MC5 0,78+ 0,08
MC10 1,00+ 0,09

* média (n = 3) £ desvio padréo
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Esses resultados indicam que o processo de secagem em estufa a
40 + 1°C foi efetivo na remocdo da &gua empregada no processo de
microencapsulacdo. A quantidade de agua residual nos pos tem grande influéncia
sob a sua estabilidade fisica, ao mesmo tempo em que controla a magnitude das
forcas capilares responsaveis pela agregacdo das particulas (BOSQUILLON et al.,
2004). Dessa forma, o teor de agua tem relevancia para prever possiveis alteracdes
nos materiais elaborados. Considerando que os resultados obtidos no presente
trabalho demonstram uma umidade reduzida, é possivel estabelecer que essa agua
residual tenha pouca interferéncia na estabilidade fisica das microparticulas.

Além disso, esta condizente com o observado em estudos prévios sobre
microparticulas como sistemas de liberacdo de farmacos. Raffin et al. (2003), ao
elaborar aglomerados de microparticulas poliméricas contendo pantoprazol sédico
por spray drying, obtiveram valores de umidade residual de 2%. Mendes et al. (2012)
prepararam microparticulas de PCL contendo resveratrol pelo método de emulsédo
simples e evaporacédo do solvente organico e verificaram valores médios de umidade

inferiores a 1,57%.

5.3 Determinacao dos capsaicinoides incorporado nas microparticulas e eficiéncia

de encapsulacéo

5.3.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo dos capsaicinoides
presentes nas microparticulas

A partir dos parametros cromatograficos previamente estabelecidos para a
quantificacdo dos capsaicinoides por HPLC/UV, foram observados tempos de
retencdo de 4,43 e 5,18 min nos cromatogramas das amostras de microparticulas,
respectivamente para a capsaicina e para a di-hidrocapsaicina. Esses tempos de
retencdo reduzidos possibilitaram uma determinacdo rapida dos capsaicinoides, a
qual é importante em analises de rotina nos laboratérios de P&D e de controle de
qualidade de farmacos e medicamentos.

A partir da comparacéo do cromatograma do controle negativo (MCO) com o
cromatograma de uma formulagdo contendo capsaicinoides (MC5), foi possivel
verificar que nenhum dos excipientes empregados na obtencdo das microparticulas
acarretou interferéncia nos picos cromatograficos da capsaicina e da di-

hidrocapsaicina (Figura 5). Isso demonstra que o método por HPLC/UV proposto é
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especifico para a andlise dos capsaicinoides incorporados em microparticulas de

PCL por emulséao simples e evaporagao do solvente organico.

Figura 5 — Cromatogramas obtidos para as formulagcbes MCO e MC5
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A partir das trés curvas analiticas elaboradas para a determinacéo
guantitativa dos capsaicinoides por HPLC/UV, o estudo de linearidade revelou um
valor de coeficiente de correlacéo (r) médio igual a 0,9996, indicando uma regressao
linear significativa entre as areas dos picos e as concentragdes dos capsaicinoides
no intervalo de concentracdo de 10 a 50 ug.mL™. A Figura 6 ilustra a curva analitica
meédia obtida para quantificacdo do farmaco em solucéo etandlica, apresentando a

equacdao da reta e o valor do r médio encontrado.
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Figura 6 — Curva analitica padréo para a determinacao dos capsaicinoides obtida por
HPLC/UV (A = 280 nm) em etanol
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Considerando que a concentracdo tedrica das solucdes analiticas para a
determinacao dos capsaicinoides incorporados nas microparticulas foi estabelecida
em 30 pg.mL™*, o método HPLC/UV proposto cumpre o requisito de intervalo, uma
vez que apresenta linearidade na faixa de alcance de 80 a 120% da concentracao
tedrica do teste conforme o preconizado na legislagdo (BRASIL, 2003), ou seja, na
faixa de 24 a 36 pg.mL™".

Com os dados provenientes da avaliacdo de linearidade, foram calculados os
limites de deteccdo e de quantificacdo, por meio das Equacbes 2 e 3,
respectivamente. Os valores obtidos foram 18,49 ng.mL™ para o limite de deteccéo
e de 56,04 ng.mL™ para o limite de quantificagéo.

Os resultados de repetibilidade e de precisdo intermediaria, expressos em
termos de desvio padrdo relativo (DPR), estdo apresentados na Tabela 6. Para
ambos os estudos, os valores de DPR foram inferiores a 5%, demonstrando a
repetibilidade e a precisdo intermediaria do método analitico empregado (BRASIL,
2003).
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Tabela 6 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisdo
intermediaria para o método HPLC/UV.

C(;g‘rfi‘f{)""gao DPRdial (%) DPRdia2 (%) DPRdia3 (%) Média (%)
10 2,03

30 0,88 1,05 0,92 0,95
50 1,75

No que diz respeito a avaliacdo da exatiddo, o método permitiu a recuperacao
de 99,06% para concentracdo final de 22 pg.mL™, 99,93% para 32 pg.mL™” e
98,92% para 42 pg.mL™, resultando em uma percentagem média de recuperacéo de
99,30%, o que caracteriza o método como exato, segundo os preceitos do ICH
(2005) e do BRASIL (2003).

A robustez de um método analitico indica a capacidade do método
desenvolvido em resistir a pequenas variacdes dos parametros analiticos, bem como
sua confiabilidade durante o uso (BRASIL, 2003). As variacdes nos parametros de
andlise estabelecidos, fluxo, temperatura e tipo de coluna cromatografica,
apresentaram um DPR inferior a 5%, 0 que caracteriza 0 método como robusto.

Dessa forma, a partir dos resultados previamente apresentados para 0sS
parametros de especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccao,
limite de quantificacdo, exatiddo e robustez, é possivel inferir que o método
HPLC/UV cumpre com todos 0s parametros necessarios de validacdo analitica e é
adequado para a quantificacdo simultanea dos capsaicinoides capsaicina e

dihidrocapsaicina presentes nas microparticulas de PCL em estudo.

5.3.2 Determinacdo dos capsaicinoides incorporados nas microparticulas e
eficiéncia de encapsulagao

A concentracdo de farmaco incorporado nas microparticulas (mg.g” ') e a
eficiéncia de encapsulacéo (%) estdo resumidas na Tabela 7. Todas as formulacdes
apresentaram valores adequados de EE, superiores a 90%. Esses valores podem
ser justificados, principalmente, devido a baixa solubilidade aquosa dos
capsaicinoides [a capsaicina tem solubilidade de 10,3 mg.L™ em &gua a 25°C
(HSDB, 2006)], o que acarretou uma concentracdo elevada do farmaco no interior

das microparticulas.
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Tabela 7 — Teor' de capsaicinoides incorporados nas microparticulas de PCL
(mg.g™) e eficiéncia de encapsulacéo? (EE, %).

Material Capsaicinoides EE (%)
(mg.g™)
MCO — —
MC3 27,77 £ 1,08 92,6
MC5 47,65 + 2,11 95,3
MC10 95,23+ 1,52 95,2
'média (n=3) + desvio padrdo
’média (n=3)

Xing et al. (2003), ao elaborar microcapsulas contendo capsaicina por
coacervacao complexa, empregando solucdes de acécia e de gelatina, na presenca
de solucbes de glutaraldeido e de taninos, verificaram valores de eficiéncia de
encapsulacdo entre 70,94 e 88,21%. Kim et al. (2011) obtiveram nanoparticulas de
poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA), incorporando a capsaicina por
nanoprecipitacdo. Esses autores relataram valores de eficiéncia de encapsulacéo
variando entre 20 e 25%. Em contrapartida, Contri et al. (2011) formularam
nanocapsulas de Eudragit® RS100 contendo capsaicinoides pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado e encontraram valores de eficiéncia
de encapsulacdo proximos a 100% para ambos os capsaicinoides (99,78 e 99,92%
para a capsaicina e para a dihidrocapsaicina, respectivamente).

Dessa forma, as microparticulas em estudo apresentaram valores
condizentes com a literatura, considerando as caracteristicas fisico-quimicas do

fitofarmaco e o método de obtencdo empregado.

5.4  Caracterizacao dos sistemas poliméricos microparticulados
5.4.1 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Os resultados obtidos por MEV para 0s capsaicinoides e para o polimero
(PCL) estdo indicados na Figura 7. Foi observado que o farmaco (Figura 7a)
apresentou uma morfologia cristalina. Os péletes de PCL, apresentaram uma

superficie levemente irregular (Figura 7b).
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Figura 7 — Fotomicrografias dos capsaicinoides (a) e da PCL (b) aumento de 100X

As microparticulas MCO (Figura 8a), MC3 (Figura 8b), MC5
(Figura 8c) e MC10 (Figura 8d) revelaram formato esférico, com superficie lisa e
regular, sem a presenca de poros. N&o foi verificada a presenca de cristais de
capsaicinoides na superficie das microparticulas. Esses aspectos morfoldgicos estdo
de acordo com o relatado em estudos prévios utilizando o polimero PCL e o método

de emuls&o simples e evaporagéo do solvente organico (MENDES et al. 2012).

Figura 8 — Fotomicrografias das microparticulas obtidas por MEV aumento de 1000
X, MCO (a), MC3 (b), MC5 (c) e MC10 (d)
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5.4.2 Difracao de raios X (XRD)

A Figura 9 compila os resultados obtidos por difracdo de raio-X para 0s
capsaicinoides, para a PCL, para a mistura fisica e para as microparticulas MCO,
MC3, MC5 e MC10. O farmaco puro apresentou picos de difracdo cristalina de alta
intensidade correspondendo a valores de 26 = 5,9° (24.000), 11,9° (4.500), 16,4°
(1.240) e 19,8° (1.870), os quais confirmam a natureza cristalina dos capsaicinoides.
Para a PCL, dois picos de difracdo intensos em angulos Bragg 26 = 21,4° e 23,8°
foram observados, os quais foram atribuidos a difracdo dos planos cristalinos (1 1 0)
e (2 0 0) da estrutura semi-cristalina da PCL, respectivamente (PAN et al., 2012). A
mistura fisica demonstrou um perfil de difracédo resultante da sobreposi¢cdo dos picos
de difracéo cristalina dos capsaicinoides e da PCL. As microparticulas contendo os
capsaicinoides (MC3, MC5 e MC10) revelaram perfis por XRD similares a PCL pura
e as microparticulas elaboradas como controle negativo (MCO0), sendo que apenas a
formulacdo MC10 apresentou um pico de difracdo de baixa intensidade em 26 =
5,9° referente a natureza cristalina dos capsaicinoides.

Os resultados de DRX demonstram que o0 procedimento de
microencapsulagcéo acarretou uma reducdo expressiva da intensidade dos picos de
difracdo cristalina dos capsaicinoides, conduzindo a amorfizacdo do farmaco. A
obtencdo de microparticulas contendo capsaicinoides na forma de sélidos amorfos,
em comparacao com as formas cristalinas observadas no material de partida, pode
favorecer o processo de dissolucdo, especialmente porque 0s capsaicinoides tém

baixa solubilidade em meio aquoso.
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Figura 9 — Difratogramas dos capsaicinoides, da PCL, da mistura fisica e das
microparticulas MC0O, MC3, MC5 e MC10
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5.4.3 Tamanho de particula e dispersdo granulométrica

A Tabela 8 e a Figura 10 sumarizam as informagdes referentes ao diametro
meédio e a distribuicdo de tamanho para as microparticulas de PCL. As formulacdes
revelaram diametros médios variando entre 62,54 um (MC3) e 75,15 pum (MC5).
Esses resultados indicaram tamanhos de particula superiores aos observados por
MEV, o que pode ser justificado pela leitura de agregados de microparticulas,

guando da avaliacéo por espectrometria de difracéo a laser.

Tabela 8 — Diametro médio e span (dispersdo granulométrica) para as
microparticulas MCO, MC3, MC5 e MCI10, indicando o teor de capsaicinoides
incorporado em cada formulacao.

Formulacéao Capsaicinoides  Diametro médio Span
(mg.g™) (um)

MCO — 73,97 2,38

MC3 27,77 £ 1,08 62,54 2,53

MC5 47,65+ 2,11 75,15 1,90

MC10 95,23 +1,52 64,11 2,10

Esses valores, embora ndo permitam uma absorcao pelos enterdcitos, sao
adequados para a administracdo por via oral, podendo proporcionar um efeito
sustentado do farmaco, devido ao seu tempo prolongado de transito intestinal
(DESAI et al., 1996).

Mesmo ocorrendo a leitura de agregados de particulas, foi possivel observar
gue a formulacdo MC5 revelou um valor de span inferior a 2, 0 que representa uma
distribuicdo monomodal e a proximidade dos dados em torno da média. As demais
formulacbes apresentaram valores de span acima de 2, provavelmente pelo fato da
leitura concomitante de materiais agregados e de microparticulas isoladas, que

formam duas populagdes com tamanhos relativamente diferentes.
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Figura 10 — Distribuicdo granulométrica obtida para as microparticulas MCO, MC3,

MC5 e MC10
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5.4.4 Espectroscopia ha regiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR dos capsaicinoides, da PCL, da mistura fisica e das

microparticulas MCO, MC3, MC5 e MC10 estdo apresentados na Figura 11. O

espectro de FTIR do farmaco demonstrou os assinalamentos tipicos de ambos o0s

capsaicinoides,

capsaicina

e

dihidrocapsaicina, incluindo a banda de

3312 cm™ referente & vibracéo de deformacéo de estiramento dos grupamentos OH

e NH. Também foram observadas as bandas caracteristicas de deformacdes de
estiramento dos grupos CH, em 2959, 2929 e 2861 cm™, da ligacdo C—O em 1630

cm™ e da ligacdo C-N em 1600 cm™. Foi verificada a presenca de uma banda em

1558 cm™ atribuida & deformac&o angular do grupo amida e em 1515 cm™, relativa
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ao grupo fenila. Outras bandas tipicas foram assinaladas em 1460, 1426, 1350,
1285, 1242, 1204, 1159, 1123 e 1034 cm™, incluindo diferentes vibraces de
deformacéo angular dos grupos C—H e O-H e de deformacdo de estiramento dos
grupos C-0O, C-N e C-C. Uma banda intensa em 969 cm™, caracteristica da
deformacéo angular da ligacdo trans H-C=C presente apenas na capsaicina, foi
também marcada. Em 809 cm™ foi observada uma banda relativa & deformagéo
angular dos grupos N-H. O espectro infravermelho da PCL exibiu uma banda forte
em 1725 cm™ devido ao estiramento do grupo C=0. Duas bandas tipicas em 2944 e
2865 cm™ foram assinaladas, devido as vibracdes simétricas e assimétricas do
grupamento CH,, respectivamente. O espectro da mistura fisica, como esperado,
revelou a sobreposicdo das bandas caracteristicas para o farmaco e para o polimero
puro.

Os espectros de FTIR para as microparticulas MC3, MC5 e MC10 também
apresentaram bandas de absor¢do nas mesmas faixas de numero de onda
observados para a mistura fisica. Portanto, é possivel sugerir que nenhuma ligacao
quimica entre o farmaco e o polimero foi formada durante o processo de

microencapsulacgéo.
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Figura 11 — Espectros obtidos por FTIR dos capsaicinoides, da PCL, da mistura
fisica e das microparticulas MCO, MC3, MC5 e MC10
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5.4.5 Andlise termogravimétrica (TGA)
As curvas obtidas por TGA para os capsaicinoides, para a PCL, para a

mistura fisica e para as microparticulas MCO, MC3, MC5 e MC10 estéao
representadas nas Figuras 12 e 13.

Os capsaicinoides (Figura 12) apresentaram apenas um evento de perda de

massa na regido compreendida entre 197 e 450°C (Am = 99,2%). A PCL (Figura 13)
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também demonstrou um Unico evento de decomposicdo térmica, na faixa de
temperatura de 348 a 458°C (Am = 96,0%). A curva de TGA da mistura fisica
(Figura 13), por sua vez, indicou a presenca de dois eventos de perda de massa,
resultantes da sobreposicdo dos perfis de degradacdo térmica do farmaco e do
polimero puro. As microparticulas (Figura 13) apresentaram eventos de perda de
massa iniciando em 345, 206, 205 e 204°C para MCO, MC3, MC5 e MCI10,
respectivamente. Esses resultados demonstram que as microparticulas de PCL
contendo capsaicinoides iniciaram a decomposicdo térmica em temperatura inferior
a observada para o polimero puro e para as microparticulas MCO, o que pode ser
justificado pela presenca dos capsaicinoides nas formula¢des que tém reducdo da
estabilidade térmica a partir de 197°C. Além disso, as microparticulas MC3, MC5 e
MC10 apresentaram perfil de degradacdo térmica condizente com o verificado para
a mistura fisica, o que pode ser particularmente notado para a formulagdo MC10. E
importante ressaltar que, embora a presenca do farmaco tenha ocasionado uma
reducdo na estabilidade térmica das microparticulas, isso ndo compromete seu uso
potencial em meios bioldgicos (37°C), como um sistema de liberacdo modificada de

farmacos.

Figura 12 — Curva de TGA dos capsaicinoides
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Figura 13 — Curva de TGA da PCL, da mistura fisica e das microparticulas MCO,
MC3, MC5 e MC10
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5.4.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Os termogramas dos capsaicinoides, da PCL, da mistura fisica e das
microparticulas MCO, MC3, MC5 e MC10, obtidos por DSC, estdo mostrados nas
Figuras 14 e 15. Os capsaicinoides (Figura 14) apresentaram um Unico evento

térmico de fusdo em 67,2°C, resultado condizente com o especificado na literatura
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para este farmaco (SKERGET; KNEZ, 1997). A PCL (Figura 15) demonstrou valores
de — 60,9 e de 61,0°C, como temperatura de transicéo vitrea e temperatura de fuséo,
respectivamente. Como esperado, o termograma obtido para a mistura fisica (Figura
15) indicou a presenca dos eventos de fuséo tipicos do polimero e do farmaco.
Entretanto, as microparticulas (Figura 15) apresentaram apenas um evento
endotérmico de fusdo em 61,9, 61,4, 60,4 e 59,2°C para MC0O, MC3, MC5 e MC10,
respectivamente. Portanto, para as microparticulas contendo os capsaicinoides, foi
observado o desaparecimento do evento térmico de fusédo caracteristico do farmaco.
Esse comportamento térmico sugere que ocorreu uma amorfizacdo dos
capsaicinoides, quando do processo de microencapsulacdo. Esses dados estdo de
acordo com os verificados anteriormente por DRX, em que os picos de difracédo

cristalina atribuidos ao farmaco foram reduzidos nas formulacdes de microparticulas.
Figura 14 — Termograma obtido por DSC para os capsaicinoides
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Figura 15 — Termogramas obtidos por DSC para a PCL, para a mistura fisica e para
as microparticulas MC0O, MC3, MC5 e MC10
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5.5  Estudo de liberagéo in vitro

Os perfis de dissolucdo obtidos para os capsaicinoides e para as
microparticulas MC3, MC5 e MC10 estéo ilustrados na Figura 16. O farmaco puro
demonstrou uma liberacdo de 80% em 105 min. Entretanto as formulacdes de
microparticulas apresentaram liberacdo de 80% dos capsaicinoides nos tempos
médios de 2.550, 1.440 e 1.125 min, para MC3, MC5 e MC10, respectivamente.
Dessa forma esses resultados demonstram que o0s sistemas poliméricos foram
efetivos em reduzir a taxa de dissolu¢do dos capsaicinoides. A formulacéo contendo
3% de farmaco (MC3) promoveu uma liberacdo mais lenta dos capsaicinoides.
Provavelmente, a maior quantidade de PCL nessas formulagdes proporcionou um
melhor efeito no controle da dissolucdo do farmaco. Esses resultados permitem
afirmar que as microparticulas de PCL, elaboradas neste trabalho, sdo estratégias
interessantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagéo

modificada do tipo prolongada contendo capsaicinoides.

Figura 16 — Perfil de liberacgéo in vitro do farmaco puro e das microparticulas MC3,
MC5 e MC10
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5.5.1 Avaliacéo dos perfis de liberacdo

Considerando a equacédo 6, a eficiéncia de dissolucdo do farmaco puro
avaliada no tempo final de 2.880 min, foi de 97,04%. As formulacdes de
microparticulas contendo capsaicinoides apresentaram valores de eficiéncia de
dissolucdo de 56,59% (MC3), 71,96% (MC5) e 79,00% (MC10). A literatura
(FORTUNATO et al., 2007) relata que valores elevados de eficiéncia de dissolucéo
sao verificados para formas farmacéuticas de liberacdo imediata. Dessa forma, as
formulacbes, por terem reduzido o valor da eficiéncia de dissolucdo dos
capsaicinoides, podem ser considerados como formas farmacéuticas de liberacao
modificada, do tipo prolongada.

Os modelos matematicos, representados pelas Equacfes de 7 a 10 foram
aplicados aos perfis de liberacdo do farmaco puro e das microparticulas MC3, MC5
e MC10, empregando o software Micromath Scientist®. A selecdo do melhor modelo
foi realizada, considerando os dados obtidos para o coeficiente de correlagéao (r) e
para o critério de selecdo do modelo (MSC). Ainda assim, foi analisada a coeréncia
dos valores encontrados para as constantes cinéticas de liberac&o e o ajuste grafico
verificado para cada equacéo.

Os perfis de liberacdo dos capsaicinoides e das microparticulas MC3, MC5 e
MC10, revelaram um melhor ajuste dos dados experimentais para o modelo
biexponencial (Tabela 9), em relacdo aos outros modelos matematicos avaliados.
Dessa forma, é possivel estabelecer que o comportamento de liberagdo do farmaco
a partir das microparticulas tem sua descricdo orientada por duas constantes de
liberacdo, a a ou constante cinética da etapa rapida de liberacdo e a 8, constante

cinética verificada na etapa lenta de liberacéo.

Tabela 9 — Resultados da modelagem matematica pela equacéo biexponencial para
o fArmaco puro e para as microparticulas MC3, MC5 e MC10.

Modelo biexponencial

Material MSC R a (min™) B (min™)
Capsaicinoides 2,06 0,9961 0,06026 0,004914
MC3 6,43 0,9994 0,00708 0,000533
MC5 5,67 0,9988 0,01446 0,000961

MC10 5,70 0,9990 0,04662 0,001235
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Esses resultados demonstraram que as formulagdes prolongaram a liberagao
do farmaco, no entanto, sem alterar o modelo de liberacdo. A primeira etapa da
liberacdo foi inicialmente rapida (efeito burst), enquanto que a segunda etapa foi
lenta (liberacdo controlada). Essa liberagéo inicial pode ajudar a atingir rapidamente
uma concentragdo adequada de capsaicinoides no plasma, enquanto a liberagao
controlada pode manter uma concentragdo efetiva do farmaco no plasma por um
periodo mais longo (PENG et al., 2010).

Aplicando o modelo de Korsmeyer-Peppas (Equacao 11), para os 60% iniciais
de porcentagem de dissolucdo, as microparticulas demonstraram valores de n de
0,58 (MC3), 056 (MC5) e 0,42 (MC10).

O valor de n inferior a 0,43, observado para a formulacdo MC10, esta
relacionado a difusdo do farmaco a partir da estrutura das microparticulas
poliméricas, conhecido como mecanismo de transporte fickiano (SIEPMANN;
PEPPAS, 2001). As formulagcdes MC3 e MC5 mostraram valores de n entre 0,43 e
0,85, indicando que o mecanismo de liberacdo do farmaco ocorre por um transporte
anémalo (SIEPMANN; PEPPAS, 2001), no qual existe a sobreposi¢cdo dos eventos
de difusé&o fickiana do bioativo e da entrada do fronte de solvente na estrutura dos

produtos microparticulados.

5.6  Ensaios biolégicos in vivo

Considerando que as microparticulas MC5 demonstraram o menor teor de
agua (0,78%), a maior eficiéncia de encapsulacao (95,3%), uma baixa dispersao
granulométrica (span = 1,90) e uma liberacéo de 80% dos capsaicinoides em 24 h, a
partir do estudo de dissolugéo in vitro, essa formulacdo foi selecionada para dar
prosseguimento ao estudo, uma vez que apresentou a maior viabilidade para o uso
in vivo. Essa formulacéo foi investigada frente a trés modelos farmacologicos in vivo,
a saber: tolerancia gastrica, potencial antiulcerogénico e efeito na obesidade

induzida por leséo hipotalamica utilizando L-glutamato monossaodico.

5.6.1 Tolerancia gastrica
O teste de tolerancia gastrica foi realizado com o propésito de avaliar o efeito
de uma quantidade elevada de capsaicinoides (30 mg/kg), na forma livre ou em

microparticulas, sobre a mucosa gastrica, a partir de alteracdes histolégicas nos
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estbmagos de ratos. A dose de 30 mg/kg foi selecionada a partir do estudo prévio de
Suresh e Srinivasan (2010), que investigaram a distribuicdo tissular e a eliminacéo
da capsaicina em ratos, decorrentes da ingestdo oral. Esses autores relatam que
esse valor corresponde a uma quantidade 5 vezes maior do que a ingerida
diariamente por povos asiaticos com tradigdo no consumo elevado de pimentas.

A Figura 17 apresenta as estruturas histologicas dos estbmagos dos ratos
submetidos ao teste de tolerancia gastrica, apdés o tratamento por 15 dias
consecutivos. O grupo CAP, que recebeu capsaicinoides, apresentou alteracbes
histolégicas na camada submucosa do estdbmago, com a infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares indicativos de leséo inflamatéria. Entretanto, a formulagdo de
microparticulas MC5, contendo a mesma quantidade de capsaicinoides que o grupo
CAP, apresentou apenas um infiltrado leucocitario discreto. Esses resultados
demonstram que a encapsulacdo dos capsaicinoides em microparticulas de PCL foi
capaz de aumentar a tolerancia géastrica da capsaicina e da di-hidrocapsaicina,
prevenindo a formacdo de processo inflamatério no estbmago dos animais em
estudo. Nenhuma alteracdo histologica foi verificada nos estdmagos dos ratos
tratados com a formulagdo de microparticulas de PCL sem farmaco (MCO0), com o

veiculo (TCM) e com salina (SAL).
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Figura 17 — Andlise histolégica dos estbmagos de ratos, ap0s o tratamento com 0s
grupos experimentais no modelo de tolerancia géstrica. As imagens sao
representativas de seccles transversais dos estdbmagos de ratos, corados com

hematoxilina-eosina (aumento: 1000X, escala: 10 um).
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5.6.2 Atividade antiulcerogénica

Em contraposicdo a sensacdo de irritacdo que os capsaicinoides causam
guando em contato com tecidos de mamiferos, essas vanililamidas apresentam um
uso clinico como farmacos antiulcerogénicos. Essa atividade pode ser explicada
pelo fato de que os capsaicinoides ocasionam vasodilatacdo da mucosa gastrica,
promovem a liberacdo de 6xido nitrico e ativam os receptores TRPV1 das fibras
nervosas sensoriais, abundantes no estbmago, o que promove a dessensibilizacéo e
a perda da habilidade dos neurénios sensoriais em liberar mediadores envolvidos no
processo inflamatério (HAYMAN; KAM, 2008). Nesse sentido, podem atuar como
ativos gastroprotetores contra o etanol e a indometacina, como previamente descrito
(MOZSIK; SZOLCSANYI; RACZ, 2005; PARK et al., 2000).

Dessa forma, com o propésito de investigar o potencial antiulcerogénico das
microparticulas de PCL contendo capsaicinoides, frente ao farmaco puro e aos
respectivos controles, foi conduzido o estudo in vivo de inflamacéo gastrica induzida
por etanol.

A Figura 18 apresenta o aspecto morfologico dos estbmagos dos ratos apds o
tratamento com 0s grupos experimentais. Foi possivel observar que as
microparticulas de PCL contendo 5% de capsaicinoides (grupo MC5) reduziram
principalmente o ndmero de lesBes ulcerativas, de leses hemorragicas e de
petéquias causadas pelo etanol, em relacdo aos grupos CAP (farmaco puro), MCO
(microparticulas de PCL sem farmaco), TCM (veiculo) e H,O (controle negativo).
Entretanto, esse efeito gastroprotetor foi nitidamente menor do que o verificado para
0S grupos utilizados como controle positivo, RAN (ranitidina) e OME (omeprazol).

Para complementar essa andlise qualitativa, foi calculado o indice de lesdes
ulcerativas (ILU) e a porcentagem de inibicdo da ulceracdo, conforme demonstrado
na Figura 19 e na Tabela 10. O grupo MC5 indicou um ILU de
16,3 pontos e uma porcentagem de inibicdo de ulceracdes de 63,43%, enquanto que

0s capsaicinoides exibiram valores de 20,7 pontos e de 53,73%, respectivamente.



81

Figura 18 — Aspecto morfolégico dos estbmagos dos ratos apds o tratamento com 0s
grupos experimentais no modelo de inflamagéo géastrica induzida por etanol
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Figura 19 — Valores de indice de lesdes ulcerativas obtidos para os grupos

experimentais no modelo de inflamacé&o gastrica induzida por etanol
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Tabela 10 — Valores de indice de lesdes ulcerativas (ILU) e de porcentagem de
inibicdo da ulceracdo verificados para 0s grupos experimentais no modelo de
inflamacéo gastrica induzida por etanol.

Grupo experimental ILU (médiatEPM) Inibicdo da ulceracao (%)
CAP 20,7+2,7 © 53,73

MC5 16,3+1,8 & 63,43

MCO 31,3+3,2 P¢ 29,85

RAN 15,3+1,4 %€ 65,67

OME 8,0+1,2 9° 81,34

TCM 31,0+3,6 30,60

H,O 44,7+3,9 —

2 p < 0,05 versus MCO, ° p < 0,05 versus RAN, ¢ p < 0,05 versus OME,
4p < 0,05 versus TCM e © p < 0,05 versus H,0O

A formulagcdo MC5 apresentou um ILU estatisticamente menor (p < 0,05) do
que os grupos MCO (ILU = 31,3 pontos), TCM (veiculo, ILU = 31,0 pontos) e H,O
(controle negativo, ILU = 44,7 pontos), como esperado. Além disso, o resultado
obtido para as microparticulas de PCL contendo 5% de -capsaicinoides foi
estatisticamente semelhante (p > 0,05) ao observado para os grupos RAN (ILU =
15,3 pontos) e OME (ILU = 8,0 pontos), o que demonstra o elevado potencial da
formulacdo como estratégia terapéutica para obter um efeito gastroprotetor.

Entretanto, os resultados do grupo MC5 nédo foram estatisticamente diferentes ao
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verificado para o farmaco puro (grupo CAP, ILU =20,7). Com isso, a vantagem do
uso das microparticulas em estudo esta no fato de que a formulagdo apresenta uma
liberacdo prolongada dos capsaicinoides, 0 que, possivelmente, acarretaria uma
menor pungéncia sobre a mucosa gastrica e uma melhor aceitacdo por parte dos

pacientes.

5.6.3 Efeito das microparticulas poliméricas de PCL contendo capsaicinoides no
tratamento da obesidade

Para verificar se o0 processo de microencapsulacdo tem influéncia na
capacidade dos capsaicinoides de reduzir a obesidade, a formulacdo MC5
(microparticulas de PCL contendo 5% de capsaicinoides) foi avaliada no modelo de
obesidade induzida por lesdo hipotalamica utilizando L-glutamato monossoédico
(MSG), frente aos grupos controle.

A Figura 20 compila os resultados do indice de Lee, da gordura mesentérica,
da gordura periepididimal e da gordura retroperitonial obtidos para os grupos
experimentais de ratos obesos (MSG) e de ratos controle (CON), apds a
administracdo de 30 dias dos respectivos tratamentos: capsaicinoides (CAP),
formulacdo MC5, formulacdo MCO, veiculo (TCM) e controle negativo (SAL).

Em geral, valores mais elevados de indice de Lee e de depdsitos de gordura
foram observados para os ratos obesos (MSG) em relacdo aos ratos controle (CON),
de forma estatisticamente significativa (p < 0,05), demonstrando que a inducédo da
obesidade pelo MSG foi efetiva.

Os ratos do grupo MSG-MC5 apresentaram um valor de indice de Lee de
305,7 + 2,1 g¥®/cm, estatisticamente menor que o grupo MSG-CAP (indice de Lee =
331,8 + 4,1 g“®/cm, com p < 0,05) e significativamente menor que os grupos MSG-
MCO, MSG-TCM e MSG-SAL (p < 0,001), que demonstravam valores de 361,3 + 2,8,
361,8 + 2,6 e 362,6 + 2,8 g'*/cm, respectivamente. O indice de Lee é um valor
consagrado na literatura para avaliar a obesidade em ratos, sendo equivalente ao
IMC para humanos (NOVELLI et al., 2007). Dessa forma, o tratamento com a
formulacdo MC5 foi a estratégia mais efetiva na reducdo da obesidade dos ratos
MSG. Como esperado, o indice de Lee do grupo MSG-CAP também apresentou
diferenca significativa com relacdo aos grupos MSG-MCO0, MSG-TCM e MSG-SAL (p
<0,01).
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Com relacao a gordura mesentérica, o grupo MSG-MC5 foi 0 que demonstrou
0 menor valor absoluto entre os animais com obesidade central, 1,20 £ 0,06 g/100 g
de massa corporal. Esse resultado foi estatisticamente inferior ao verificado para os
grupos MSG-MCO (1,58 + 0,07 g/100 g, com p< 0,01), MSG-TCM (1,57 + 0,07 g/100
g, com p< 0,01) e MSG-SAL (1,76 + 0,06 g/100 g, com p< 0,001). Entretanto, néo foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos MSG-MC5 e MSG-CAP (1,24 *
0,06 g/100 g, com p > 0,05), o que indica que a formulacdo MC5 revela o mesmo
potencial de reduzir os depésitos de gordura mesentérica que 0s capsaicinoides

puros.

Figura 20 — Valores de indice de Lee, gordura mesentérica, gordura periepididimal e
gordura retroperitonial encontrados para 0s grupos experimentais no modelo de

obesidade induzida por lesdo hipotalamica com MSG, e respectivos controles
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De acordo com a literatura (MALAVAZOS et al., 2008), o tecido adiposo
visceral (mesentérico) pode contribuir com fatores pro-inflamatoérios para a doenca

cardiovascular, uma vez que ele pode produzir e liberar uma variedade de cito-
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quimiocinas e, consequentemente, induzir infiltracdo progressiva de macréfagos.
Dessa forma, os resultados obtidos para as microparticulas MC5, bem como para os
capsaicinoides, sdo interessantes do ponto de vista clinico, uma vez que revela,
especialmente, o potencial da formulacdo em teste na diminui¢édo do risco de doenca
arterial coronariana em obesos.

Os animais com obesidade induzida por lesdo hipotalamica com MSG
exibiram valores de gordura periepididimal de 2,29 + 0,10, 2,26 + 0,14, 2,65 + 0,10,
2,65+ 0,19 e 2,69 £ 0,09 g/100 g de peso corporal para os grupos MSG-CAP, MSG-
MC5, MSG-MCO, MSG-TCM e MSG-SAL, respectivamente. Entretanto, para a
gordura periepididimal, ndo houve diferenca significativa entre os grupos MSG (p >
0,05).

Entre os animais obesos, o0 menor depdsito de gordura retroperitonial (2,86 +
0,15 @g/100 g de peso corporal) foi registrado para o grupo MSG-MC5. Esse
resultado foi estatisticamente inferior ao obtido para os grupos MSG-MCO (3,61 *
0,12 g/100 g), MSG-TCM (3,61 + 0,31 g/100 g) e MSG-SAL (3,62 + 0,22 g/100 g),
com p < 0,05. Como relatado para a gordura mesentérica, ndo foi verificada
diferenca significativa entre os grupos MSG-MC5 e MSG-CAP (3,19 + 0,13 g/100 g,
com p > 0,05), o que sugere que a formulacdo MC5 tem um potencial semelhante
aos capsaicinoides puros para reduzir os depésitos de gordura retroperitonial.

Além disso, nenhuma alteracéo significativa no indice de Lee e nos depdsitos
de gordura foi identificada nos ratos controle, quando da administracdo dos
capsaicinoides e da formulacdo MC5 (p > 0,05). Esse resultado também pode ser
considerado relevante, pois 0s capsaicinoides ndo apresentaram impacto negativo,
como 0 sobpeso, nos animais com esses parametros dentro da normalidade.

Em sintese, com base nos resultados experimentais, € possivel afirmar que
as microparticulas de PCL contendo 5% de capsaicinoides constituem um sistema
viavel para controlar a liberacdo do farmaco e para reduzir os depdésitos de gordura
mesentérica e de gordura retroperitonial de ratos obesos, em relacdo aos controles
negativos. Essa formulacdo também demonstrou um desempenho superior aos
capsaicinoides puros, quando da avaliacéo do indice de Lee.

Os resultados referentes ao perfil lipidico, obtidos para os grupos de ratos
obesos (MSG) e ratos controle (CON), estédo representados na Tabela 11.

Com relagcdo aos parametros bioquimicos de colesterol total, HDL-colesterol,

triglicerideos e LDL-colesterol, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
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MSG-CAP e MSG-MC5 (p < 0,05). Entretanto, esses dois grupos experimentais
mostraram diferencas estatisticamente significativas, quando comparados com 0s

demais grupos, especialmente para os valores de LDL-colesterol.

Tabela 11 — Perfil lipidico dos diferentes grupos experimentais no modelo de
obesidade induzida por lesao hipotalamica com MSG, e respectivos controles.

Grupo Colesterol total HDL-colesterol Triglicerideos LDL-colesterol
experimental (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
MSG-CAP 82,5+1,8 *°° 36,0+2,1° 109,7+4,4 ®° 24,2+0,6 2Pedetan
MSG-MC5 87,3+4,1*° 38,0+2,3 Paet9 100,7+4,8 *° 29,1+0,7 &Pederen
MSG-MCO 118,745,4 26,3+1,4 156,0+3,2 ©*ehen 61,1+5,7
MSG-TCM 124,0+6,7 25,7+0,9 155,045,9 ©*eten 67,316,7
MSG-SAL 110,5+3,8 31,8+2,2 121,5+5,3 53,1+5,9
CON-CAP 99,3+2,4 26,8+0,8 92,2+7,6 54,1+2,5
CON-MC5 100,045,9 25,5+1,9 86,0+8,2 57,3+2,7
CON-MCO 103,7+2,9 26,7+2,9 106,3+2,3 55,7+6,2
CON-TCM 100,3+9,3 26,3+2,4 106,7+5,8 52,7+6,6
CON-SAL 104,7+9,0 29,0+2,3 103,7+7,7 54,9+5,6

® p < 0,05 versus MSG-MCO, ° p < 0,05 versus MSG-TCM, ¢ p < 0,05 versus MSG-SAL,
d p < 0,05 versus CON-CAP, ° p < 0,05 versus CON-MCS5, f p < 0,05 versus CON-MCO,
9 p < 0,05 versus CON-TCM, h p < 0,05 versus CON-SAL

A Figura 21 indica os valores de glicemia de jejum verificados para 0s grupos
experimentais de ratos obesos (MSG) e de ratos controle (CON), apds a
administracdo de 30 dias dos tratamentos propostos. Os grupos MSG-CAP e MSG-
MC5 apresentaram valores de glicemia significativamente menores do que o0s
obtidos para os demais grupos (p < 0,05). Dessa forma, a formulagcdo de
microparticulas MC5, para o grupo de ratos obesos, demonstrou a vantagem de
assegurar a normoglicemia. Esse resultado tem um significado clinico relevante,
uma vez que o DM tipo 2 é uma das complicagcbes mais frequentes da obesidade
(KITABCHI et al., 2006; FERRANNINI et al., 2004; BUCHANAN et al., 2002; UNWIN
et al., 2002). Embora resposta estatisticamente semelhante tenha sido observada
para o grupo MSG-CAP (p > 0,05), o uso do farmaco microencapsulado pode ser
considerado mais promissor, por permitir a liberagdo modificada dos capsaicinoides

e por assegurar uma maior tolerancia gastrica.
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Figura 21 — Valores de glicemia para os grupos experimentais no modelo de
obesidade induzida por leséo hipotalamica com MSG, e respectivos controles
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*p < 0,05 versus MSG-MCO, MSG-TCM, MSG-SAL, CON-CAP,
CON-MC5, CON-MCO, CON-TCM e CON-SAL

Portanto, os resultados do presente trabalho, quando considerados em
conjunto, demonstram a viabilidade do uso das microparticulas de PCL contendo
capsaicinoides como uma estratégia farmacotécnica promissora para controlar a
liberacdo do farmaco ao longo do trato gastrointestinal, para aumentar a tolerancia
gastrica dos capsaicinoides, e ainda, com efeitos benéficos na prevencéo de lesdes
ulcerativas induzidas por etanol e no tratamento da obesidade, associada ou ndo ao

DM tipo 2, quando comparadas ao farmaco puro.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, foi possivel concluir que:

1. As microparticulas de PCL contendo capsaicinoides foram obtidas com
sSucesso;

2. Os capsaicinoides foram microencapsulados com valores elevados de
eficiéncia de encapsulacao;

3. As microparticulas de PCL apresentaram morfologia adequada para permitir a
liberacdo prolongada ao longo do trato gastrointestinal,

4. O procedimento de microencapsulacdo ndo conduziu a formacéao de ligacdes
quimicas entre os capsaicinoides e o polimero;

5. A microencapsulagdo promoveu a amorfizacdo do farmaco;

6. As microparticulas apresentaram estabilidade térmica como carreadores de
liberacdo controlada dos capsaicinoides por via oral,

7. As microparticulas preparadas a partir da PCL prolongaram a taxa de
dissolucdo dos capsaicinoides, sem alterar o modelo cinético biexponencial
de liberacéo;

8. A formulacdo de microparticulas de PCL contendo 5% de capsaicinoides
(MC5) demonstrou uma melhor tolerancia géastrica, quando comparada ao
farmaco puro;

9. As microparticulas MC5 tiveram efeito comparavel a ranitidina e ao omeprazol
na prevencao de lesdes ulcerativas induzidas por etanol;

10. As microparticulas de PCL contendo capsaicinoides apresentaram resultados
promissores no tratamento da obesidade.

Dessa forma, é possivel sugerir que as microparticulas poliméricas elaboradas
com a PCL demonstraram as condi¢gdes adequadas para o controle da liberagao
dos capsaicinoides, sendo uma alternativa viavel para o tratamento da

obesidade.
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