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RESUMO
Introducao e Obijetivos: Hidrogéis de quitosana apresentam uma grande
aplicabilidade na éarea farmacéutica. A combinacdo destes com sistemas
nanométricos carreadores de farmacos pode representar a unificacdo de
vantagens, como a bioadesividade, formacdo de filme e potencial de
regeneracao cutanea por parte da quitosana e a possibilidade de uma liberagcao
controlada e mais efetiva do farmaco, além de protecdo deste frente a
degradacao, por parte das nanocapsulas. O presente trabalho tem por objetivo a
determinacdo da estrutura e das propriedades cutineas (bioadesividade,
sensorial, penetracdo, citotoxicidade e irritacdo) de hidrogéis de quitosana
contendo nanocapsulas poliméricas, além de determinar a influéncia das
nanoparticulas na irritabilidade e na permeacao cutanea de capsaicindides.
Adicionalmente, a presente tese tem como objetivo desenvolver um hidrogel
regenerador da pele, a partir da quitosana e do 6leo de rosa mosqueta.
Metodologias: Para a obtencdo das nanocapsulas [brancas, fluorescentes ou
contendo ativos (capsaicina ou 6leo de rosa mosqueta)] foi utilizada a técnica de
deposicao interfacial de polimero pré-formado utilizando polimeros acrilicos
(Eudragit®). As nanocapsulas e os hidrogéis de quitosana (ou de
hidroxietilcelulose, usado como controle) foram avaliados utilizando diferentes
técnicas. Foram realizados estudos in vitro de bioadesividade e de
permeacao/penetracdo cutdnea utilizando pele de porco e pele humana em
células de Franz padrdo e/ou modificadas e estudo in vitro de lipoperoxidacao
para avaliar a oxidagdo do nucleo oleoso de origem vegetal. Estudos de
toxicidade in vitro foram realizados com células primarias de pele humana
(queratindcitos e fibroblastos) e membrana corioalantéide obtida de ovos
embrionados. Estudos em humanos foram realizados para analise das
caracteristicas sensoriais e de irritacdo cutanea. Ainda, foram realizadas
analises para estudar a estrutura dos hidrogéis de quitosana contendo
nanocapsulas. Resultados: Observou-se que as nanocapsulas poliméricas e o
hidrogel de quitosana conferem, de forma combinada, uma maior capacidade de
adesdo cutdnea aos capsaicinoides, sendo que o efeito das nanocapsulas foi
superior ao efeito da quitosana. Foi demonstrado que o veiculo inovador
proposto, composto de quitosana e nanocapsulas, ndo causa irritacdo cutanea
em humanos e que a irritacao cutanea causada pelos capsaicindides, bem como



o fluxo de permeacado destes através da epiderme, foram diminuidos devido a
nanoencapsulacao. Com relacao a estrutura dos hidrogéis, os estudos pemitiram
evidenciar que as nanocapsulas encontram-se em aglomerados (redispersiveis
até tamanho nanométrico) nos hidrogéis de quitosana. O sistema apresentou
uma rede de gel bem desenvolvida, apesar da influéncia das nanoparticulas na
reticulacdo entre as cadeias de quitosana. Observou-se que as nanocapsulas
somente sao capazes de penetrar na pele quando esta se encontra lesada.
Tanto a carga catibnica quanto o gel de quitosana apresentaram influéncia na
penetracdo das particulas na pele. As nanocapsulas poliméricas brancas
apresentaram toxicidade somente aos queratinécitos e somente apds 24 e 48 h
de contato, ndo estando relacionado a carga de superficie e a presenca do gel
de quitosana, mas provavelmente a presenca do polisorbato 80. Estudos em
membrana corioalanétide mostraram que as formulacdes nao apresentam
potencial irritante. O hidrogel de quitosana, independentemente da presenca das
nanocapsulas, apresentou maior pegajosidade imediata, maior formacéo de filme
na pele e menor preferéncia em comparacao aos hidrogéis de hidroxietilcelulose
correspondente. Apos a modificagdo, utilizando adjuvantes de uso cosmeético,
aumentou a aceitacao e diminuiu a percepcédo do filme formado na pele. A
presenca das nanocépsulas apresentou pouca influéncia no sensorial do gel. Em
relacdo ao estudo da encapsulagdo do éleo de rosa mosqueta foi possivel
otimizar a formulacdo e observou-se uma capacidade das nanocapsulas em
proteger o 6leo vegetal contra degradacéao frente a luz ultravioleta. O hidrogel de
quitosana incorporando as nanocapsulas contendo 6leo de rosa mosqueta
apresentou caracteristicas adequadas, mantendo o tamanho nanométrico e
reduzindo a cremagem observada quando em suspensao aquosa. Conclusao:
Os hidrogéis de quitosana contendo nanocapsulas apresentaram interessantes
propriedades cutdneas, como adesado cutdnea, baixa toxicidade a pele e
auséncia de potencial irritante, sensorial passivel de ser aprimorado, além de
diminuir a irritacdo, modular a permeacdo e proteger contra degradagao das
substancias encapsuladas. Tais propriedades os tornam veiculos promissores
para a veiculagéo de diversas substancias dermatolégicas e cosméticas.

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, hidrogel, quitosana, capsaicinoides,
6leo de rosa mosqueta, adesao cutanea, permeacao cutanea, irritacao cutanea,

citotoxicidade, analise sensorial.



ABSTRACT
Determination of the structure and evaluation of the cutaneous properties
of chitosan hydrogels containing polymeric nanocapsules
Introduction and Objectives: Chitosan hydrogels present a great aplicability in
the pharmaceutical area. Their combination with nanometric drug carrier systems
may represent the unification of distinct advantages such as bioadhesion, film
formation and wound healing promotion, due to chitosan, and the controlled
release, a more effective action and protection against drug degradation, due to
the nanocapsules. The present work aimed to determine the structure and the
cutaneous  properties  (bioadhesion, sensorial, penetration/permeation,
cytotoxicity and irritation) of chitosan hydrogels containing polymeric
nanocapsules, besides determining the influence of the nanoparticles on the skin
irritation and permeation of the capsaicinoids. Additionally, this work aimed to
develop a skin regenerating hydrogel based on chitosan and rose-hip oil.
Methodologies: For obtaining the nanocapsule [blank, fluorescent or drug-
loaded (capsaicin or rose-hip oil), the interfacial deposition of pre-formed polymer
method was applied, using acrylic polymers (Eudragit®). The nanocapsules and
the chitosan or the hydroxyethyl cellulose hydrogels (used as control) were
characterized using several techniques. Skin  bioadhesion  and
permeation/penetration were performed in vitro, using pig and human skin in
usual and/or modified Franz cells, as well as lipoperoxidation studies, to study in
vitro the oxidation process of the oily core of vegetable origin. In vitro toxicity
studies were performed with primary skin cells (keratinocytes and fibroblasts) and
corioallantoic membrane obtained from embrionated eggs. Studies in humans
were also performed in order to evaluate the sensorial and the skin irritation
properties. Aditionally, several analyzes were performed to study the structure of
the chitosan hydrogels containing nanocapsules. Results: It was observed that
the nanocapsules and the chitosan hydrogel contributed to the skin adhesion of
the formulation, in a way that the nanocapsules influence was higher compared
to the influence of the biopolymer. The innovative vehicle proposed, composed of
chitosan and nanocapsules, did not cause skin irritation in humans and the
irritation caused by the capsaicinoids, as well as the flux of permeation across the
epidermis, was decreased due the nanoencapsulation. Regarding the hydrogels
structure, the studies evidenced that the nanocapsules are probably in



agglomerates (quickly redispersed into the primary particle size) in the chitosan
hydrogels. The proposed innovative system presented a well structured gel
network, despite the nanocapsules influence on the crosslinking between
chitosan chains. It was observed that the nanocapsules are capable of
penetrating the skin when this tissue is harmed. The cationic charge and the
chitosan gel influenced the skin penetration of the nanoparticles. The
nanoparticles presented toxicity only to the keratinocytes and after 24h and 48h
of contact, in a way that neither the surface charge nor the presence of the
chitosan gel presented influence, which may be related to the presence of
polysorbate 80. Studies applying coriallantoic membrane showed that the
formulations presented no irritation potencial. The chitosan hydrogel, despite the
presence of nanoparticles, presented higher immediate stickiness and film
formation on the skin and lower preference compared to the hydroxyethyl
cellulose correspondent hydrogels. After a gel modification, by the additon of
cosmetic adjuvants, the acceptance increased while the perception of film
formation on the skin reduced. The presence of nanocapsules presented low
influence on the sensory of the gel. Regarding the rose-hip oil
nanoencapsulation, it was possibile to optimize the formulation and to observe a
capacity of the nanocapsules in protecting the rose-hip oil from degradation
under ultraviolet light. The chitosan hydrogel incorporating the rose-hip oil loaded
nanocapsules was an adequate proposal, mantaining the nanometrical particles
sizes and reducing the nanoparticles creaming observed when in aqueous
suspension. Conclusion: The chitosan hydrogels containing nanocapsules
presented interesting cutaneous properties, such as skin adhesion, low toxicity to
skin and no irritation potential, possibility of a suitable sensory, besides
decreasing the irritation, modulating the permeation and protecting against
degradation of encapsulated substances. Those properties turn them into
promising vehicles to carry dermatological and cosmetic substances.

Key-words: polymeric nanocapsules, hydrogel, chitosan, capsaicinoids, rose-hip
oil, skin adhesion, skin permeation, skin irritation, cytotoxicity, sensory analysis.
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RENATA V. CONTRI INTRODUGAO

A quitosana é o unico polimero catibnico de origem natural e apresenta
importantes propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
bioadesividade, 0 que tem gerado um crescente interesse por este biopolimero
em diversas areas de pesquisa (RAVI KUMAR et al., 2000; RINAUDO, 2006;
JAYAKUMAR et al., 2010; MOHAMMED et al.,, 2010; NGAH et al., 2011). Os
hidrogéis obtidos a partir da quitosana apresentam diversas aplicacées na area
farmacéutica, para diferentes vias de administracdo, como a liberacao controlada
de farmacos através da via oral, nasal e intramuscular. Devido as interessantes
propriedades como formador de filme, efeito bacteriostatico, promotor de
regeneracao da pele e promotor da permeacdo cutdnea, tais hidrogéis
apresentam grande potencialidade para aplicacdo sobre a pele e as mucosas
(BERGER et al., 2004A, BERGER et al.; 2004B; BHATTARAI et al., 2010). Por
sua vez, as nanoparticulas apresentam uma enorme potencialidade tanto para a
veiculacdo de ativos de aplicagcdo cutdnea quanto para outras vias de
administracdo de farmacos. Considerando a aplicacdo na pele, podem ser
citadas vantagens como a diminuicdo da irritacdo e da alergenicidade cutanea,
da degradacao do farmaco, bem como a melhora do sensorial das formulagoes.
A liberacdo controlada pode diminuir a necessidade de repetidas aplicacdes,
bem como aumentar a quantidade de farmaco disponivel no local de agéo
desejado (GUTERRES et al., 2007).

A incorporacao de sistemas de liberagdo controlada nanoparticulados em
hidrogéis e filmes de quitosana visando a aplicacdo cutdnea & de grande
potencialidade, pois conjuga as vantagens dos dois sistemas. O hidrogel de
quitosana, devido a sua propriedade de bioadesividade e formacao de filme,
apresenta potencial para uma liberacdo homogénea e prolongada do farmaco.
As nanocapsulas, por sua vez, levam a uma liberacédo controlada e prolongada,
além de promoverem protecdo a farmacos labeis (SHAFFAZICK et al., 2003;
VALENTA e AUNER, 2004). A incorporacéo de lipossomas (RUEL-GARIEPY et
al., 2002), de nanoparticulas lipidicas (SOUTO et al., 2004) e de quitossomas
(LIONZO et al., 2010) em hidrogéis de quitosana ja foi descrita.

Recentemente foi proposto por nosso grupo de pesquisa um hidrogel de
quitosana contendo nanocdpsulas poliméricas. Os hidrogéis apresentaram
caracteristicas adequadas para aplicacao cutanea, tendo sido observado um
controle da liberacao dos ativos (capsaicindides) a partir da formulagéao devido a
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presengca das nanocipsulas (CONTRI et al., 2010). Os capsaicindides séo
substancias obtidas das pimentas, representadas principalmente por capsaicina
e diidrocapsaicina. Apds aplicacdes repetidas de tais substancias na pele, ha o
aparecimento do efeito analgésico local (KNOTKOVA et al, 2008). Os
capsaicindides apresentam grande potencial de irritacdo cutanea, além do fato
que diversas aplicagcdes sao necessarias para o efeito desejado, justificando,
desta forma, a sua nanoencapsulacao.

O dleo de rosa mosqueta, Oleo vegetal utilizado para acelerar a
regeneracao cutanea (PAREJA e KEHL, 1990; DWECK, 2001; EURIDES et al.,
2001; FRANCO et al., 2007), apresenta caracteristicas que, assim como o0s
capsaicindides, justificariam sua nanoencapsulacédo. A tendéncia a degradacao
oxidativa e a dificuldade de incorporacao em formas farmacéuticas nao-oleosas,
como os hidrogéis, sao caracteristicas que podem ser otimizadas através do uso
da nanoencapsulacdo. Além disso, as nanocapsulas poderiam promover a
liberacao controlada dos ativos presentes no éleo devido a sua caracteristica de
reservatério (JAGER et al., 2007). Adicionalmente, o hidrogel de quitosana se
apresenta como uma alternativa interessante para carrear tais nanocapsulas,
devido a grande adesividade cutédnea e a capacidade de formacao de filme,
aliada as propriedades cicatrizantes da quitosana (RINAUDO, 2006).

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo a determinacdo da
estrutura e das propriedades cutaneas (bioadesividade, penetracao, irritacao,
citotoxicidade e sensorial) de hidrogéis de quitosana contendo nanocapsulas
poliméricas, além de determinar a influéncia das nanoparticulas na irritacéo e na
permeacao cutdnea de capsaicindides. Adicionalmente, o trabalho também visa
desenvolver um hidrogel regererador da pele, a partir da quitosana e de 6leo de
rosa mosqueta. Apds a descricdo dos objetivos deste trabalho, a presente tese
de doutorado traz uma revisdo do tema e, na sequéncia, os métodos e
resultados experimentais, que foram organizados em capitulos sequenciais. Os
dois primeiros correspondem a capitulos de livros ja publicados ou em processo
para publicacdo, abordando assuntos importantes para a realizacdo deste
trabalho (permeacdo cutanea de substancias e de sistemas nanoestruturados).
Os capitulos seguintes referem-se aos artigos cientificos, relacionados aos
temas especificos desta tese. Encontram-se aceitos para publicacao os capitulos
[Il e IV e prontos para submissao os capitulos V, VI, VIl e VIII.
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2.1 Objetivo geral
Determinar a estrutura e avaliar as propriedades cutaneas
(bioadesividade, penetracao, irritacao, citotoxicidade e sensorial) de hidrogéis de

quitosana contendo nanocapsulas poliméricas.

2.2 Objetivos especificos

o Revisar o transporte de substancias através da pele, revisar os modelos
para estudo in vitro de permeacao cutanea e os resultados ja descritos referente
aos estudos de permeacado/penetracdo de nanoparticulas ou substancias
nanoencapsuladas.

J Estudar a bioadesividade de hidrogéis de quitosana contendo
nanocapsulas poliméricas, correlacionando estes dados com dados de
permeacao cutanea.

J Estudar o potencial de irritacdo cutdnea em humanos de hidrogéis de
quitosana contendo nanocapsulas, determinar a influéncia das nanocapsulas na
irritacdo cutanea causada pelos capsaicindides, correlacionando estes dados
com dados de permeacao cutanea.

J Estudar a estrutura de hidrogéis de quitosana contendo nanocapsulas
poliméricas determinando a influéncia das nanoparticulas na rede do hidrogel.

J Estudar aspectos relacionados a nanotoxicidade (penetracdo cutanea,
citotoxicidade, captacao celular, potencial irritante) da formulacdo composta de
nanocapsulas poliméricas e hidrogel de quitosana.

J Estudar a possivel aplicacdo cosmética de hidrogéis de quitosana
contendo nanocapsulas poliméricas, através de analise sensorial.

J Desenvolver uma formulagédo com propriedades de regeneracao cutanea

a base de quitosana e de nanocapsulas contendo éleo de rosa mosqueta.
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3.1 Hidrogéis de quitosana

Hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais que absorvem grandes
quantidades de agua enquanto permanecem insoluveis devido a interligacdes
entre as cadeias individuais do polimero (LIN e METTERS, 2006). Hidrogéis
podem ser preparados a partir de polimeros naturais ou sintéticos ou, ainda,
podem ser uma combinacao de ambos (HIN, 2004). Entre os polimeros naturais
mais usados na preparacado de hidrogéis pode-se citar o alginato de calcio e
sédio, o colageno, a gelatina, o &cido hialurdnico, a goma xantana e a quitosana
(LIN e METTERS, 2006).

A quitina (Fig. 1a), polissacarideo de B-D-glicose contendo grupamentos
amino na sua estrutura, € um componente estrutural-chave de helmintos,
artropodes e fungos. E o segundo polimero biolégico mais abundante no planeta
e 0 exoesqueleto dos crustaceos marinhos é a sua principal fonte industrial
(VARUM e SMIDSR@D, 2005). Quando a desacetilacdo alcalina da quitina (Fig
1b) alcanca um grau de 50% (dependendo da origem do polimero), se torna
soluvel em meio aquoso acido e € chamado de quitosana. A quitosana € o unico
polimero  pseudonatural catibnico e apresenta propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade, atividade
bacteriostatica e capacidade de formacgéao de filme e de regeneracéo de tecidos
lesados. Este biopolimero apresenta aplicacbes nas areas biomédicas, de
cosméticos, de tecnologia alimenticia e de tecnologia farmacéutica (RAVI
KUMAR et al., 2000; RINAUDO, 2006).
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Figura 1. Representagdo da estrutura quimica (a) da quitina e (b) de seu

O

derivado desacetilado.

A partir de interligacbes entre as cadeias da quitosana é possivel a
obtencdo de hidrogéis. Nos hidrogéis de quitosana obtidos através da
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solubilizacdo do biopolimero em meio aquoso Aacido, e posterior agitacao,
interacbes secunddrias sao estabelecidas entre as cadeias do polimero.
Hidrogéis de quitosana também podem ser formados a partir de reticulantes
entre as cadeias de quitosana, a partir de complexos com outros polimeros e a
partir do uso de quitosana quimicamente modificada, possuindo caracteristicas
diferenciadas a depender da estratégia escolhida.

Complexos de polieletrélitos e hidrogéis de quitosana enxertados sao
exemplos de hidrogéis de quitosana que nao requerem um reticulante entre as
cadeias poliméricas. No primeiro tipo, ocorre interacdo eletrostatica entre as
cadeias da quitosana e de um polimero aniénico (BERGER et al., 2004A). A
regeneracao da pele lesada € uma das aplicacbes de tais complexos
(MARTINEZ-RUVALCABA et al., 2007). No segundo, 0os grupamentos amino
livres nas unidades desacetiladas e os grupamentos hidroxila nas unidades
acetiladas e desacetiladas sao ligados covalentemente a moléculas funcionais
com posterior ocorréncia de interacbes levando a formacado de uma rede por
agregacdo (BERGER et al, 2004B). Tais hidrogéis enxertados podem
apresentar caracteristicas diferenciadas, como maior atividade bacteriostatica ou
maior sensibilidade a variacbes de temperatura, dependendo das moléculas
funcionais ligadas a cadeia polimérica (VALENTA et al., 2002, BERGER et al.,
2004B).

E possivel também, como previamente mencionado, a obtencdo de
hidrogéis através de ligacao fisica ou quimica entre as cadeias poliméricas da
quitosana. Nos géis covalentemente interligados ocorre uma interagéo
irreversivel que leva a formacédo de uma rede porosa e permanente. Entretanto,
efeitos toxicos como mutagenicidade e neurotoxicidade, devido aos dialdeidos
livres restantes apds processo de purificacdo, podem ser induzidos com a
utilizacédo de reticulantes como glutaraldeido e glioxal. Sistemas transdérmicos e
microesferas de gel sdo aplicacées de tais hidrogéis covalentemente reticulados
(Ml et al., 2000, BERGER et al., 2004A). Por outro lado, os hidrogéis formados
por ligacOes ibnicas reversiveis levam a obtencdo de redes porosas e sensiveis
a variacoes de pH e de temperatura. Estes sistemas sao capazes de propiciar a
liberacdo controlada de farmacos, de forma dependente do pH ou de

temperatura. Os reticulantes ibnicos mais usados sdao os anions metalicos, B-
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glicerol-fosfato e tripolifosfato (CHENITE et al., 2001; BERGER et al., 2004A;
KEMPE et al., 2007).

Diversas sdo as aplicacbes farmacéuticas dos hidrogéis de quitosana.
Entre elas, os sistemas que sofrem transicdo entre os estados sol e gel devido a
variagdbes de temperatura ou pH tém despertado o interesse por parte dos
pesquisadores (RUEL-GARIEPY e LEROUX, 2004). Kempe e colaboradores
(2007) estudaram as micro- e macroestrutura de solucées de quitosana que
gelificam a temperatura corporal formando implantes para liberagdo controlada
de proteinas. Um sistema injetavel para liberagcédo local de farmacos antitumorais
foi desenvolvido por Han e colaboradores (2007). Chen e colaboradores (2004)
desenvolveram um hidrogel sensivel ao pH para administragéo oral de proteinas.
Um hidrogel termosensivel de quitosana quaternizada para administracao nasal
capaz de diminuir a taxa de depuracao cilial nasal e aumentar a absorcado da
insulina de maneira controlada foi desenvolvido por Wu e colaboradores (2007).
Neste trabalho foi demonstrada a capacidade da quitosana de abrir as juncdes
entre as células epiteliais, chamadas tight junctions. Uma vez que tais juncdes
também se encontram na pele, € possivel que a quitosana aumente a
penetracdo percutdanea de substancias pelo mesmo mecanismo (VALENTA e
AUNER, 2004).

A incorporacado de sistemas de liberagdo controlada nanoparticulados em
hidrogéis de quitosana é de grande potencialidade, pois representa a associagao
inovadora de dois sistemas distintos. O hidrogel de quitosana, devido a
capacidade de formacao de filme e bioadesividade deste biopolimero, garante
uma liberacdo homogénea e prolongada, além da interessante capacidade da
quitosana de propiciar abertura das jungdes entre as células epiteliais (WU et al,
2007), o que pode permitir maior penetracdo do farmaco através da pele
(VALENTA e AUNER, 2004). Por sua vez, as nanocipsulas garantem uma
liberacao controlada e prolongada da substancia (SHAFFAZICK et al., 2003),
bem como uma possivel diminuicdo da irritabilidade da pele as substancias
aplicadas, como ja descrito para outros tipos de nanoparticulas (SHAH et al.,
2007; CASTRO et al. 2009; POPLE et al., 2010)

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SOUTO et al., 2004), lipossomas (RUEL-
GARIEPY et al, 2002), niossomas (LAKSHMI et al., 2007) e quitossomas
(LIONZO et al., 2010) ja foram incorporados em hidrogéis de quitosana. Souto e
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colaboradores (2004) prepararam e caracterizaram fisicamente nanoparticulas
lipidicas sélidas quanto ao tamanho de particula e potencial zeta. Apés, as
nanoestruturas foram incorporadas em diversos hidrogéis. Observou-se que o
potencial zeta das nanoestruturas foi invertido apds a incorporacao no gel de
quitosana, devido ao carater catibénico do biopolimero. Esta inversdo de potencial
pode acarretar em instabilidade no momento de carga zero, e facilitar a
agregacao das particulas, como observado apds andlise do tamanho das
particulas. Ruel-Gariépy e colaboradores (2002) incorporaram lipossomas em
um hidrogel de quitosana termosensivel para reparacao tecidual e liberacao local
de farmacos antitumorais. A taxa de gelificacdo e a forca do gel foram
intensamente aumentadas pela presenca dos lipossomas. Estudos de liberacdo
in vitro do farmaco a partir dos lipossomas contidos no gel demonstraram
liberacdo controlada por pelo menos duas semanas. Mais recentemente,
Lakshmi e colaboradores (2007) incorporaram metotrexato em niossomas com
intuito de impedir a toxicidade sistémica provocada pelo farmaco. Estes foram
incorporados em hidrogel de quitosana. O resultado comprovou a maior eficacia
do gel testado em relacdo ao gel comercial. O resultado esta relacionado ao
sistema carreador do farmaco e a quitosana que promove absorcao,
provavelmente por melhora da adeséo entre os tecidos e a formulacdo, mas
também devido a sua acdo no processo de transporte paracelular. Lionzo e
colaboradores (2010) observaram que a presenca de quitossomas (lipossomas
revestidos por quitosana) negativamente carregados (condroitina) levaram a um
aumento da viscosidade do gel de quitosana, devido a uma interagdo entre as
nanoparticulas revestidas e a quitosana.

Em trabalho que deu origem a presente tese, foi desenvolvido um hidrogel
de quitosana inovador contendo nanocépsulas poliméricas (CONTRI et al.,
2010). O hidrogel apresentou valores de pH préximos a 4,5, como consequéncia
da adicdo do &cido latico, valores considerados adequados para aplicacdo
cutdnea. A presenca das nanocapsulas levou a um leve aumento da
consisténcia dos hidrogéis, indices obtidos através do modelo de fluxo de
Ostwald, que representa um fluxo pseudoplastico. O estudo de liberacéo
mostrou que a liberacdo controlada dos capsaicindides a partir dos hidrogéis
contendo nanocapsulas, quando comparada a hidrogéis contendo o farmaco

livre, solubilizado na forma de micelas ou através de solvente organico.
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3.2 Nanocapsulas e aplicacao cutanea

O controle da liberacdo de farmacos em sitios de acao especificos, através
da utilizacdo de vetores capazes de permitir a otimizagdo da velocidade de
cedéncia e do regime de dosagem das substancias, tem sido uma area de
intensa pesquisa nos ultimos anos. Tais sistemas carreadores de farmacos
podem ser microparticulas ou sistemas coloidais como lipossomas,
nanoparticulas poliméricas ou nanoparticulas lipidicas sélidas. Nanoparticulas
poliméricas incluem nanocapsulas e nanoesferas. As primeiras se caracterizam
pela presenca de um nucleo oleoso, envolto por uma parede de polimero. As
nanocapsulas poliméricas podem servir de reservatorio para farmacos lipofilicos,
prolongando o efeito por retardar a liberagdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanocapsulas, juntamente com outras nanoparticulas, apresentam
grande aplicabilidade para a via topica. As nanocapsulas para aplicacao cutanea
sdo preparadas a partir de um polimero e de um o6leo biocompativeis e
apresentam diametro entre 200 e 300 nm. Sdo geralmente preparadas por
técnicas de deposicao interfacial do polimero pré-formado ou emulsificagao-
difusdo. Exemplos de polimeros utilizados incluem a poli (e-caprolactona) e a
quitosana, enquanto o0 nucleo oleoso é frequentemente composto de
triglicerideos do acido caprico/caprilico (GUTERRES et al, 2007). A
encapsulacado através da solubilizacdo no nucleo oleoso ou da adsorcdo na
parede polimérica, ja foi descrita com sucesso para filiros solares ALVAREZ-
ROMAN et al,, 2004, PAESE et al., 2009, SIQUEIRA et al., 2011), agentes
antimicrobianos (LBOUTOUNNE et al., 2002 ), anti-inflamatorios (FONTANA et
al., 2009), antioxidantes (KULKAMP et al., 2009; TERROSO et al., 2010) e
antiproliferativos (VENTURINI et al., 2011), entre outros.

Substéancias lipofilicas que apresentam propriedades para aplicacao
cutdnea, como filtros solares, 6leos vegetais e vitaminas, estao sendo propostos
para compor o0 nucleo oleoso de nanocapsulas (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004;
ALMEIDA et al., 2009, SILVA et al., 2010; CONTRI et al., 2013). Alvarez-Roman
e colaboradores (2001) encapsularam metoxicinamato de octila em
nanocapsulas poliméricas reduzindo o eritema formado na pele devido a
radiacdo UVB. Silva e colaboradores (2013) encapsularam vitamina K em
nanocapsulas poliméricas e, através de estudos com pele de porco e célula de

Franz, verificaram o controle a permeacao de forma a reter maior quantidade de
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farmaco na derme, sem haver permeacdo até o receptor. Almeida e
colaboradores (2009) prepararam e caracterizaram nanocapsulas contendo 6leo
de semente de uva e 6leo de améndoas, enquanto Contri e colaboradores
(2013) desenvolveram nanocapsulas com propriedades catiénicas contendo 6leo
de cenoura, de oliva, de semente de girassol, de semente de uva, de castanha
do Brasil e de rosa mosqueta. As propriedades de tais formulacbes foram
determinadas e comparadas com uma formulacao preparada com triglicerideos
do acido caprico/caprilico como nucleo. Observou-se, para as nanocapsulas
contendo 6leos vegetais como nucleo, uma maior tendéncia & cremagem das
particulas e maiores diametros médios e valores de SPAN, indicando menor
homogeneidade das particulas. Tais diferencas estdo provavelmente
relacionadas com as maiores viscosidade e menores densidades dos Oleos
vegetais em relagcédo aos triglicerideos do acido caprico/caprilico (CONTRI et al.,
2013).

Em sintese, diversas sdo as vantagens da aplicacdo cutdnea de
substancias ativas quando nanoencapsuladas. Entre elas, pode-se citar uma
grande adesividade cutanea (GUTERRES et al., 2007), possivel diminuicao da
irritacdo e da alergenicidade cutanea (SHAH et al., 2009; POPLE et al., 2010),
possivel diminuicdo da degradacao do farmaco (OURIQUE et al., 2008; WEISS-
ANGELI et al., 2008; KULKAMP et al., 2009), bem como possiveis melhoras do
sensorial como diminuicdo de odores desagradaveis (KULKAMP-GUERREIRO
et al, 2013).

A liberacdo controlada proporcionada pela caracteristica de reservatério
das particulas pode modular a permeacao, diminuindo a necessidade de
aplicacoes repetidas, ou aumentando a quantidade de farmaco disponivel no
local de acao desejado (GUTERRES et al., 2007). Em relagdo a penetracao das
particulas na pele, ja ha evidéncias que particulas de mais de 10 nm de didmetro
ndo sado capazes de atravessar o0 estrato corneo e que elas tendem a se
acumular em foliculos pilosos (PROW et al., 2011).

A aplicagcao de produtos tépicos esta ligada a viscosidade do produto final.
Produtos de baixa viscosidade sdo dificeis de aplicar e ha perda do produto.
Trabalhos recentes tém se dedicado a incorporacdo de nanocapsulas em
veiculos semissélidos e a sua caracterizagdo reoldgica (ALVES et al.,, 2007;
PAESE, et al, 2009). A reologia é a parte da fisico-quimica que trata da
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deformacdo dos sistemas liquidos, solidos e semissélidos. A caracterizacao
reoldégica dos fluidos semissélidos permite conclusées a respeito da
espalhabilidade do produto na pele, da fluidez, e do sensorial, entre outras
caracteristicas importantes no desenvolvimento tecnolégico (ORTEGA e NETZ,
2002). No que se refere ao comportamento reoldgico de semissélidos contendo
sistemas nanoestruturados como lipossomas, nanocapsulas e nanoesferas,
estes geralmente apresentam um comportamento ndo newtoniano
pseudoplastico ou plastico. Tais comportamentos sdo caracterizados por uma
diminuigdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento aplicada.
Porém, o que os diferencia é a necessidade que os fluidos plasticos apresentam
de uma forga prévia para comecar a fluir. O comportamento pseudoplastico é o
mais comumente atribuido para géis e emulsbes de uso farmacéutico e
cosmético (ALVES, 2006).

3.3 Toxicidade relacionada ao uso cutaneo de nanoparticulas

Nanomateriais e nanoparticulas geralmente possuem propriedades fisico-
quimicas nao usuais, devido ao seu tamanho, composicdo quimica, superficie,
solubilidade, forma e agregacao (ARORA, 2012). Devido a crescente exposicao
publica a estes materiais, que pode ser intencional ou nao, testes confidveis
indicadores de toxicidade se tornam necessarios (JONES e GRAINGER, 2009).
A nanotoxicologia surgiu como uma novo tipo de toxicologia, uma das
tecnologias-chave do século XXI, proposta para estudar os efeitos adversos
causados pelos nanomateriais, objetivando uma nanotecnologia sustentavel e
segura (ARORA, 2012). Até o momento, existe pouca evidéncia que materiais
nanoparticulados exibem maior toxicidade a pele e aos outros tecidos que o
mesmo material quando ndo nanoparticulado (NOHYNEK et al., 2008).

A pele é considerada como uma importante via de exposicdo de
nanomateriais e nanoparticulas (VEGA-VILLA et al., 2008; ARORA, 2012). A
maioria dos experimentos mostraram que as nanoparticulas ndo sao capazes
de, passivamente, penetrar através do estrato cérneo da pele humana,
chegando "as camadas contendo células viaveis (epiderme e derme)
(SCHNEIDER et al., 2009). Porém, até particulas maiores que 1 pm
demonstraram capacidade de penetracdo, quando pele lesada foi testada ou
quando aplicou-se estimulacdo mecanica (VEGA-VILLA et al, 2008;
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SCHNEIDER, et al., 2009). Os foliculos pilosos s&o considerados um sitio para
deposicdo de nanoparticulas, que pode ser usado visando uma liberacao
sustentada de farmacos (SCHNEIDER et al., 2009).

Se as nanoparticulas conseguirem penetrar na pele, além da possivel
distribuicao sistémica e do contato com nervos cutaneos, algum tipo de efeito
toxico devido a interacao com as células pode ser possivel, como producao de
espécies reativas de oxigénio, interacdo com organelas, como as mitocéndrias e
os lisossomos, e com o nucleo, ou diminuicao de viabilidade celular (BUZEA et
al., 2007; VEGA-VILLA et al., 2008). Estudos in vitro de nanotoxicidade, baseado
no uso de células, incluem estudos de viabilidade celular, estudos de estresse
celular e estudos de producdo de espécies reativas de oxigénio, entre outros
(JONES e GRAINGER, 2009). Os testes de viabilidade geralmente conferem
uma idéia geral de biocompatibilidade das nanoparticulas as células, sendo que
geralmente involvem a inclusdo/exclusdo ou conversdo de um corante
adicionado pelas células viaveis. Os principais testes de viabilidade incluem teste
do vermelho neutro, do azul tripan, da lactato desidrogenase, os baseados em
formazan, e os testes do tiobarbitdrico. Os testes de estresse celular, que
estudam os efeitos nao letais as células, incluem os testes de expressao génica
e protéica, os testes de liberagdo de mediadores de inflamacéo e os testes de
visualizacdo/captacao celular. O processo de captacao celular que é inerente a
quase todas as células é a pinocitose. A visualizacao celular, por microscopia de
transmissao de alta resolucéo, por exemplo, permite identificar a localizacao das
nanoparticulas dentro das células. Entre as células mais testadas em estudos in
vitro de nanotoxicologia, estdo as células epiteliais/endoteliais, que incluem as
células cutaneas (queratindcitos e fibroblastos) (JONES e GRAINGER, 2009).
Estudos de nanotoxicidade de produtos cutdneos também incluem estudos de
sensibilizagdo e irritagdo cutanea, bem como de irritagdo ocular (NOHYNEK et
al., 2008).

3.4 Capsaicindides

Os capsaicindides sao as substancias responsaveis pelo sabor picante
das pimentas do género Capsicum. Os principais capsaicindides, que juntos
representam em torno de 90% do total, sdo chamados capsaicina e a
diidrocapsaicina (Fig. 2). Sao substancias com grande potencial irritante para a
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pele e mucosas. A capsaicina e a diidrocapsaicina diferem apenas por uma
ligacdo dupla presente na cadeia alifatica da capsaicina [Fig.2(a)] que é um
pouco menos lipofilica (log P = 3.5) que a diidrocapsaicina (log P = 3.8) (Fig2(b))
(HAYMAN e KAM, 2008), P representando o coeficiente de particao

octanol/agua.

o R - /\/\/\< (a)
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Figura 2. Estrutura quimica da (a) capsaicina e da (b) diidrocapsaicina.

A capsaicina € um farmaco analgésico usado topicamente no tratamento
de dores de origem neuropatica como osteoartrite, artrite reumatoéide, neuropatia
diabética e neuralgia pds-herpética, bem como no tratamento sintomatico da
psoriase (ZI et al., 2008). Tal substancia se liga a um receptor especifico dos
nervos periféricos, TRPV1, levando a um influxo de calcio e liberacdo de
neuropeptideos inflamatérios, o que esta associado com as propriedades
irritantes da capsaicina. Além disso, a liberacdo aguda da substancia P leva a
uma hiperalgesia inicial, que com a continuidade do tratamento é seguida por
deplecdo de tal substancia. Apos aplicagdes repetidas por periodo variavel, o
local apresenta diminuicdo da sensibilidade e bloqueio a estimulos dolorosos,
resultando em dessensibilizacdo (reversivel com a suspensao de uso) ou lesao
irreversivel da fibra, dependendo das doses e da duragao da exposicao (ERIN et
al., 2008; HAYMAN e KAM, 2008).

A formulagcao comercial de capsaicina se encontra na forma de creme ou
logdo contendo 0,025 ou 0,075% de ativo. Recentemente, foi aprovado pela FDA
um adesivo dérmico de capsaicina contendo altas concentracdes de ativo (8%),
para casos de neuralgia pés-herpética (http://www.fda.gov, acesso em setembro
2013). Em um estudo de fase lll que antecedeu a aprovacdo, os principais
efeitos adversos relatados foram eritema, dor e prurido durante ou logo apés o
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uso do adesivo. A incorporacao deste farmaco em nanocapsulas, juntamente
com a diidrocapsaicina que também apresenta acdo analgésica tbpica,
representa, portanto, alternativa interessante para liberacdo controlada dos
farmacos no local de acgdo, diminuindo o numero repetido de aplicacdes
necessarias e a irritabilidade provocada pelos capsaicindides na pele, que
frequentemente contribuem para o abandono do tratamento (BARCELOUX,
2008; KNOTKOVA et al., 2008).

Suspensdes de nanocapsulas contendo capsaicina foram previamente
obtidas por métodos de coacervacao simples e complexa sendo que a gelatina
foi usada como material polimérico (XING et al.,, 2005; WANG et al., 2008).
Entretanto, os trabalhos trazem poucos dados sobre a liberacdo da substancia
ativa a partir das nanocapsulas obtidas, e o uso de gelatina para a produgéao de
nanocapsulas é geralmente seguido do uso de um reticulante téxico e, portanto,
um novo passo de purificacdo se faz necessario. Buscando uma alternativa mais
segura e pratica, Contri e colaboradores (2011) desenvolveram nanoparticulas
poliméricas contendo capsaicindides (0,5 mg/mL) a partir do método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado. Utilizou-se o polimero catibnico
Eudragit RS 100® como parede polimérica e triglicerideos de acido caprico e
caprilico como nucleo oleoso (CONTRI et al, 2011). As nanoparticulas
apresentaram propriedades adequadas e foi observado um controle da liberacédo
dos capsaicindides quando nanoencapsulados, em comparacdo a uma
nanoemulsdo, preparada da mesma forma, porém omitindo-se o polimero, a uma
solugéo micelar, preparada da mesma forma, porém omitindo-se o polimero e o
6leo, e a uma solucdo hidroalcodlica dos capsaicindides, na mesma

concentracao.

3.5 Oleo de rosa mosqueta

O d6leo de rosa mosqueta é principalmente obtido das sementes da planta
chamada de Rosa rubiginosa, encontrada na Europa Central e regidao dos Andes
(FRANCO et al., 2007). A planta, originaria da area do Mediterraneo e da Europa
Central, foi trazida pelos colonizadores espanhéis para a América do Sul, e
cresce na regidao sul e central do Chile como uma planta selvagem, em solos
secos de baixo valor agricola (SANTOS et al., 2009). As sementes contém cerca

de 8% de 6leo e a obtencao é feita através do uso de solventes seguido por uma
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refinacdo via processos quimicos, ou através de prensagem a frio e sem
refinagdo quimica (AHUMADA, 2005).

O dleo vegetal em questdo apresenta aspecto graxo nao volatil e é
altamente composto de &cidos graxos insaturados, principalmente os acidos
graxos linoleico (~50%), linolenico (~35%) e oleico (~15%). Também estao
presentes, em menor propor¢cao os acidos palmitico (~5%) e estearico (~3%),
entre outros como laurico, miristico, araquiddnico, gadoleico e behénico. Os
acidos graxos essenciais (poliinsaturados) sdo componentes importantes das
membranas celulares, conferindo permeabilidade e elasticidade. Correspondem
aos lipideos formadores da barreira da epiderme, sendo essenciais para a
funcdo de permeabilidade da pele. Além disso, sdo precursores de uma ampla
gama de mediadores que controlam aspectos da fungéao celular. Sao nutrientes
da sintese de prostaglandinas, mecanismos de defesa, crescimento e outros
processos fisiolégicos e bioquimicos relacionados com a regeneracao de tecidos
e com a proliferacdo de células. Também, regulam o nivel de ceramidas na capa
cornea (AHUMADA, 2005; SANTOS et al., 2009).

Além dos acidos graxos insaturados, ha uma significativa quantidade de
acidos graxos saturados, minerais, fosfolipideos, polifendis e carotendides. A
capacidade antioxidante de alguns compostos como os polifendis e os
carotendides reduz o risco de desenvolvimento de neoplasias, além de exercer
efeito protetor contra o estresse oxidativo (SANTOS, 2009; FRANCO 2009). A
presenca do acido transretindico (até 0,1%) foi descrita em 1990 por Pareja e
Kehl. Este constituinte foi descrito pelos autores como o responsavel por
algumas propriedades do 6leo como anti-fotoenvelhecimento e melhoramento do
tamanho e de cicatrizes casuais e cirurgicas (PAREJA e KEHL, 1990).

A presenca da tretinoina juntamente com os demais constituintes, faz com
que o 6leo se torne uma alternativa para acelerar a regeneragdo cutanea em
diversos casos como ulceracéo, cicatrizacao e pigmentacdo (PAREJA e KEHL,
1990; EURIDES et al,, 2001; DWECK, 2001; FRANCO et al., 2007). Seu uso,
portanto inclui o tratamento de problemas dermatol6gicos bem como a aplicacao
cosmetica.

A nanoencapsulacdo do 6leo de rosa mosqueta foi previamente descrita
por Contri e colaboradores (2013). Com base nas propriedades da
nanoencapsulacao, estima-se que esta estratégia possa levar a uma liberacao
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controlada dos ativos acima mencionados, além de proporcionar uma grande
adesdo cutdnea da formulagdo, devido a grande area superficial das
nanoparticulas. Ainda, pode proteger o 6leo da degradacao oxidativa e facilitar a
incorporacdo do 6leo em formulacbes nao oleosas, como os hidrogéis. A
formulacdo ja descrita apresentou distribuicdo majoritariamente nanométrica
(diametro médio de 265 + 18), com uma pequena porcentagem de particulas
com tamanho médio acima de 1 um e valores de SPAN de 2,62 + 0,36. O pH

descrito foi de 5,4 £ 0,4 e o potencial zeta de +7,6 + 2,7.
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Apresentacao do Capitulo

O primeiro capitulo desta tese, intitulado em portugués “Transporte de
substancias e nanoparticulas atrvés da pele e modelos in vitro para avaliar a
permeacdo ou penetracdo cutanea” foi publicado em 2012 no livro
Nanocosmetics and Nanomedicines- New Approaches for skin care pela editora
Springer. Este capitulo traz o uso da nanotecnologia na modificacdo da
permeacado e penetracdo de substancias na pele, através da manipulacao de
diferentes fatores como o contato com a superficie cutdnea e a liberacao
controlada dos ativos. Apesar de possuirem a capacidade de modular a
penetracdo/permeacdo, em geral as nanoparticulas em si ndao possuem
capacidade de penetrar a barreira cutdnea, devido a coesdo celular e aos
lipideos do estrato corneo. Também sdo abordados os dispositivos utilizados
para os estudos de transporte de substancias através da pele, sendo que o mais
comum é a célula de difusao vertical de Franz. A determinacao das substancias
é realizada no liquido receptor da célula e nas camadas cutaneas. Técnicas
microscépicas também estao sendo aplicadas nos experimentos. A redacao do
capitulo forneceu uma base importante para a execucao e redacao dos estudos
de permeacao/penetracdo cutanea dos capsaicindides e das nanocapsulas
poliméricas através da pele apresentados nos capitulos seguintes.
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Apresentacao do Capitulo

O segundo capitulo desta tese, intitulado em portugués “Transporte de
farmacos através da pele” esta aceito para publicacao no livro Drug delivery
across physicological barriers, pela editora Pan Stanford (previsto para
Dezembro de 2013). Este capitulo traz os processos de penetracao de farmacos
através da pele, bem como os fatores que influenciam e as principais formas de
avaliar a penetracdo cutanea. Existem muitas estratégias sendo pesquisadas
para aprimorar a aplicacdo de substancias para as camadas viaveis da pele e
para a circulacdo sanguinea. Entre elas, estdo os promotores quimicos de
permeacao cutanea e as técnicas fisicas que sao aplicadas em consultérios e
clinicas. Ultimamente, devido as limitacbes das técnicas mencionadas, as
nanoparticulas compostas baseadas em lipideos ou polimeros vém sendo
estudadas. Assim como o capitulo |, a redacdo do presente capitulo forneceu
uma base importante para a execucdo e redacdo dos estudos de
permeacao/penetragdo cutdnea dos capsaicindides e das nanocapsulas
poliméricas através da pele apresentados nos capitulos seguintes.
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Apresentacao do Capitulo

O terceiro capitulo desta tese, intitulado em portugués “Efeito combinado
de nanocdpsulas poliméricas e hidrogel de quitosana no aumento da adeséo dos
capsaicindides a superficie cutdnea” esta aceito para publicagdo na revista
Journal of Biomedical Nanotechnology (vol. 10, pag. 820-830, 2014), da editora
American Scientific Publishers. Este capitulo € o primeiro capitulo experimental
desta tese. Neste trabalho foi avaliada o efeito do gel de quitosana e o efeito das
nanocapsulas poliméricas na adesao cutdnea dos capsaicindides a superficie
cutdnea. Este trabalho deu seguimento aos experimentos realizados no
mestrado académico, durante o qual foi desenvolvido uma formulagdo cuténea
inovadora que associa gel de quitosana e nanocapsulas poliméricas, a qual
apresenta, em teoria, um grande potencial de adesdao a pele devido as
nanoparticulas e a quitosana. Os experimentos foram realizados através da
técnica de lavabilidade, utilizando células de Franz modificadas no
compartimento doador, com uma entrada e uma saida para o liquido de lavagam
(solucao fisiolégica). Apds a realizacdo dos experimentos, foi observado um
grande tempo de permanéncia da formulacido na pele, o que levou a uma maior
quantidade de ativos (capsaicina e diidrocapsaicina) nas camadas viaveis da
pele (epiderme e derme). Interessantemente, o efeito das nanocapsulas foi maior
que o efeito da quitosana, que apresenta propriedades bioadesivas bem
descritas. Sem haver a lavagem prévia da pele, a formulagdo inovadora
controlou a penetracdo dos capsaicindides até a derme, retendo estes na
epiderme.
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Apresentacao do Capitulo

O quarto capitulo desta tese, intitulado em portugués “Diminuicdo da
irritacdo dos capsaicindides a pele humana através da nanoencapsulacao” esta
aceito para publicacdo na revista International Journal of Nanomedicine, da
editora Dove Medical Press. Este capitulo € o segundo capitulo experimental
desta tese. Neste trabalho foi avaliada, em humanos, a capacidade das
nanocapsulas de diminuir a irritacdo cutanea dos capsaicindides, fator que
comumente leva ao abandono do tratamento da dor crbnica. Foi também
observada a tolerdncia da pele ao veiculo inovador proposto, composto de
quitosana e nanocapsulas poliméricas. Ap6s a realizacdo dos experimentos, foi
observado que as nanocapsulas diminuem a irritacdo cutanea dos ativos, tanto
observado pela medida do eritema (escala visual e sonda para determinagéao do
eritema) quanto pela analise sensorial por parte dos voluntarios. A
nanoencapsulacao diminui a permeacgao dos capsaicindides atrvés da epiderme
humana, determinado com célula de Franz, porém nao impede que esta ocorra,
0 que sugere que o efeito farmacoldgico sera mantido. Com relacdo ao veiculo
proposto, capaz de carrear diversas substancias lipofilicas (nas nanocapsulas)

e/ou hidrofilicas (no gel) ele se apresentou como nao irritante em humanos.
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Apresentacao do Capitulo

O quinto capitulo desta tese, intitulado em portugués “Analise estrutural de
hidrogéis de quitosana contendo nanocdpsulas poliméricas” estd pronto para
submissdo. Este capitulo, que é o terceiro capitulo experimental desta tese,
avalia o efeito das nanocapsulas na estrutura do gel de quitosana, que apresenta
interressantes propriedades como adesao e nao irritabilidade cutanea, além da
capacidade de diminuir a irritacdo e modular a permeacao cutanea de ativos
nanoencapsulados, mostradas nos capitulos anteriores. O estudo foi realizado
através de diversas técnicas, como analise de tamanho, analise microscépica,
reologia oscilatoria, calorimetria exploratéria diferencial e infravermelho, que
permitiram propor a estrutura dos géis contendo, ou ndo, as nanocapsulas.
Observou-se que as nanocapsulas estdo em aglomerados nos géis, estes
dificultando até certo grau as reticulacbes entre as cadeias de quitosana. No
hidrogel contendo maior quantidade de nanoparticulas, houve uma
reorganizagdo da estrutura tridimensional, levando a separacdo de fases nos

microdominios do gel.
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Apresentacao do Capitulo

O sexto capitulo desta tese, intitulado em portugués “Toxicidade dérmica
de nanocapsulas acrilicas catidnicas: Analise da influéncia da carga de
superficie e de um gel de quitosana usado como veiculo” esta pronto para
submissdo. Este capitulo, que é o quarto capitulo experimental desta tese, foi
desenvolvido durante o doutorado sanduiche no instituto de Farmacologia e
Toxicologia da Freie Universitit Berlin, Alemanha. Considerando a importancia
da nanotoxicologia atualmente, este trabalho avaliou o efeito das carga de
superficie das nanocapsulas e o efeito do gel de quitosana usado como veiculo
na toxicidade dérmica das nanoformulacdes proposta neste trabalho, através dos
estudos de penetracdo cutanea, de citotoxicidade e potencial irritante, todos in
vitro. Apds a realizacdo dos experimentos, observou-se que as nanocapsulas
catibnicas incorporadas em gel de quitosana, ndo penetram a pele intacta,
apresentam toxicidade aos queratinécitos ap6s 24h de contato, este
provavelmente relacionado ao tensoativo da formulacdo, e ndo apresentam
potencial irritante. A carga de superficie da particula aumentou a interacao
destas com o estrato corneo na pele intacta, e aumentou a penetragdo as
camadas viaveis, na pele lesada. Ja o hidrogel de quitosana apresentou
influéncia somente na penetracdo em pele lesada. A citotoxidade néo foi
influenciada pela carga de superficie nem pela presenca da quitosana.
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Apresentacao do Capitulo

O sétimo capitulo desta tese, intitulado em portugués “Aplicacdo da
analise sensorial no desenvolvimento de um gel de quitosana inovador contendo
nanodpsulas poliméricas para uso cutdneo” esta pronto para submisséo. Este
capitulo, que é o quinto capitulo experimental desta tese, avaliou a aceitacao
cosmética da formulacdo inovadora, composta de quitosana e nanocapsulas,
através de estudos de analise sensorial. A analise se dividiu em duas fases. Na
primeira objetivou-se comparar a formulacdo de quitosana a um gel de
hidroxietilcelulose, que € um hidrogel amplamente utilizado em formulacdes
cosméticas e dermatolégicas. Na segunda fase, apés o gel de quitosana ser
modificado com base nos atributos observados na fase 1, objetivou-se comparar
o gel de quitosana modificado ao gel de quitosana prévio. A pegajosidade
imediata e a formacao do filme na pele foram considerados atributos a serem
aprimorados no gel de quitosana, visando uma maior aceitacdo da formulagao.
Através da modificagdo com adjuvantes cosméticos (PCA-Na e silicone volatil)
foi possivel reduzir a percepgéo de filme formado na pele, de forma a aumentar a
aceitacdo do veiculo inovador proposto. As nanocapsulas, por sua vez,
apresentaram pouca influéncia no sensorial do hidrogel.

255



11. CAPITULO Vil
A

NANOENCAPSULATION OF ROSE-HIP OIL: TECHNOLOGICAL ASPECTS,

IN VITRO OXIDATION STUDY AND OBTAINMENT OF A FINAL

FORMULATION FOR CUTANEOUS USE



RENATA V. CONTRI CAPITULO VilI

Apresentacao do Capitulo

O oitavo e Ultimo capitulo desta tese, intitulado em portugués
“Nanoencapsulacdo de éleo de rosa mosqueta: Aspectos tecnoldgicos, estudo
de oxidacéo in vitro, e obtencao de uma formulagao final para uso cutaneo” esta
pronto para submissdo. Este capitulo, que é o sexto e Ultimo capitulo
experimental desta tese, buscou uma nova aplicacdo para o hidrogel de
quitosana. Tendo em vista as propriedades de regeneracdo cutdnea do
biopolimero, foi proposta uma formulacdo composta de hidrogel de quitosana e
nanocapsulas contendo 6leo de rosa mosqueta. Avaliou-se primeiramente,
através de um estudo fatorial, a influéncia da quantidade de acetona, de
polimero e de éleo de rosa mosqueta nas propriedades das nanocapsulas
(tamanho de particula, homogeneidade de tamanho e porcentagem de particulas
micrométricas). Observou-se que a quantidade de acetona e a quantidade de
6leo sao capazes de alterar os parametros, de forma que foi possivel obter uma
suspensao nanoestruturada final com propriedades adequadas que também
apresentaram uma propriedade de protecao do 6leo vegetal contra a degradacao
frente a radiacao ultravioleta. A suspensao de nanocapsulas foi incorporada no
gel, juntamente com os adjuvantes cosméticos determinados no capitulo VII. A
formulacdo foi caracterizada e apresentou capacidade de carrear
adequadamente as nanoparticulas, sem causar dano ou sem levar a

instabilidade fisica destas.
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Neste trabalho foram estudadas as propriedades cutaneas dos hidrogéis
de quitosana contendo nanocapsulas poliméricas, tendo em vista as
caracteristicas interessantes e promissoras dos sistemas nanométricos e do
biopolimero quitosana. O estudo desta formulacdo promissora iniciou no
mestrado académico em 2009, com estudos de propriedades fisico-quimicas e
estudo de liberacdo dos ativos nanoencapsulados (capsaicinéides). Os estudos
da presente tese de doutorado incluiram analise da influéncia das nanocapsulas
na permeagao e irritacdo cutanea dos capsaicindides, analise da bioadesividade
da formulagdo, andlise da estrutura do hidrogel , andlise de nanotoxicidade
(permeacao cutanea e citotoxicidade das nanoparticulas em suspensao aquosa
e em gel) além da andlise do potencial irritante para a pele e mucosa. Além
destes, também foi realizado um estudo dedicado a obtencdo de uma
formulacdo, com propriedades cicatrizantes, a base de quitosana e
nanocapsulas contendo éleo de rosa mosqueta. Conforme mencionado, foram
estudados dois ativos diferentes, encapsulando-os as nanocapsulas e,
posteriormente, incorporando as referidas nanocapsulas nos hidrogéis de
quitosana. Os trés primeiros artigos (correspondentes ao terceiro, quarto e quinto
capitulos desta tese) referem-se aos estudos com capsaicinbides
nanoencapsulados, enquanto o oitavo capitulo ao estudo referente a
nanoencapsulacao do 6leo de rosa mosqueta. Além disso, dois capitulos (VI e
VIl) se basearam em experimentos com nanocapsulas brancas (sem a presenca
de ativos).

Primeiramente foram realizados experimentos com o0s capsaicinoides
(representados pela capsaicina e pela diidrocapsaicina) que sao as substancias
responsaveis pelo sabor picante das pimentas capsicum (HAYMAN & KAM,
2008). Os capsaicindides apresentam atividade analgésica tépica, porém
causam intensa irritagdo cutanea quando sao administrados a pele, e, além
disso, sucessivas aplicacfes sdo necessarias para o efeito farmacolédgico
(BARCELOUX, 2008; KNOTKOVA et al, 2008). Portanto, a sua
nanoencapsulacao é justificada e é promissora, pois a liberagdo controlada dos
ativos pode diminuir a irritagdo e o numero de aplicagdes necesséarias. A
nanoencapsulacao dos capsaicindides, juntamente com o estudo de liberagéo, a
partir das nanocapsulas em gel de quitosana (CONTRI et al., 2010) ou em
suspensao aquosa (CONTRI et al, 2011), ja foram previamente realizados
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durante o mestrado. Estes estudos permitiram a promocao antecipada para o
doutorado, sendo o ponto de partida para a presente tese.

O dbleo de rosa mosqueta, o outro ativo selecionado, apresenta potencial
para regeneracao cutanea (PAREJA e KEHL, 1990; EURIDES et al., 2001) e a
sua nanoencapsulacdo pode prolongar o efeito por controlar a liberacao
(CONTRI et al., 2011), além de proteger o éleo contra degradacao e facilitar sua
incorporacao em veiculos hidrofilicos. Em ambos os casos, o gel de quitosana,
devido ao seu carater bioadesivo e formador de filme (RINAUDO, 2006), pode
garantir um contato intimo e por tempo prolongado das particulas com a pele,
modulando a permeacdo cutanea dos ativos, além de apresentar um potencial
cicatrizante e bacteriostatico (UENO, et al, 1999, UENO et al., 2001) que se
somam as propriedades cicatrizantes do Oleo de rosa mosqueta. A
nanoencapsulacdao do o6leo vegetal em questdo foi previamente realizada,
durante o mestrado académico e recentemente foi publicado (CONTRI et al.,
2013).

No primeiro trabalho experimental (capitulo Ill) foram estudadas as
propriedades bioadesivas tanto das nanocapsulas poliméricas quanto do
hidrogel de quitosana, e também a influéncia destes veiculos na permeacao dos
capsaicindides nanoencapsulados. Para tanto foram obtidas nanocapsulas
contendo capsaicindides na concentracdo de 3mg.mL". Esta concentracdo é
maior do que a utilizada durantes os estudos prévios (mestrado académico), que
foi de 0,5%. Este ajuste foi necessario para que fosse possivel quantificar os
ativos nas amostras de lavagem da pele, através do método analitico
previamente determinado e validado. Foram comparadas trés formulagdes: gel
de quitosana contendo capsaicindides nanoencapsulados, gel de quitosana
contendo farmaco na forma livre (solucdo micelar, na mesma concentracao de
ativo), para testar o efeito das nanocapsulas, e gel de hidroxietilcelulose
contendo capsaicindides nanoencapsulados, para testar o efeito do gel na
adesdo cutanea da formulacdo. Como membrana utilizou-se pele de porco
contendo epiderme e derme, que foi colocada em célula de Franz manual
modificada no seu compartimento doador, para permitir o experimento de
lavagem da superficie da pele. Observou-se através deste trabalho que ambos
os fatores (nanocapsulas poliméricas e hidrogel de quitosana) se somam,
conferindo a formulagdo inovadora maior capacidade de adesado cutanea.
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Interessantemente, o efeito das nanocapsulas se apresentou maior do que o
efeito da quitosana. Devido ao fato de manter os capsaicindides por mais tempo
em contato com a pele, a formulacdo a base de quitosana e de nanocapsulas
levou a uma maior quantidade de ativos nas camadas viaveis da pele (epiderme
e derme), o que é preferivel visando a dessensibilizacdo dos nervos periféricos
para acao dos capsaicinoides. Por outro lado, quando nao foi realizada lavagem
da pele, as nanocapsulas levaram a uma maior quantidade de ativos na
epiderme, enquanto o gel contendo ativos na forma livre levou a uma maior
quantidade na derme. Este resultado é explicado pela propriedade de
reservatério das nanocapsulas, controlando a liberacao de ativos lipofilicos e,
consequientemente, modulando sua permeacao.

No segundo trabalho experimental (capitulo 1V), ainda visando avaliar as
propriedades cutdneas dos hidrogéis de quitosana contendo capsaicindides
nanoencapsulados, estudou-se o efeito da nanoencapsulacado dos ativos sobre a
irritagdo cutanea destes, estudando-se, simultaneamente, a tolerancia cutédnea
ao veiculo inovador proposto (gel de quitosana contendo nanocapsulas
poliméricas brancas). Foi realizado um estudo em humanos (n=13, projeto
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFRGS) para avaliar a irritacao
cutdnea causada pelos capsaicinoéides utilizando uma sonda que mede o eritema
na pele e empregando uma escala visual de eritema, além da analise sensorial
por parte dos voluntarios. A formulagdo teste foi comparada a dois controles
contendo farmaco na forma nao-nanoencapsulada (formulacdo comercial e
hidrogel de quitosana contendo farmaco em solugdo hidroalcoodlica). Para
permitir a comparagdo com a formulagdo comercial de capsaicindides, foram
utilizadas nanocépsulas contendo 0,5mg.mL™" de ativos. O gel contendo ativo na
forma livre foi obtido com solucao hidroalcodlica de ativos, ao invés de solucéo
micelar, como observado no capitulo anterior, para chegar a uma condicao de
total auséncia de controle da liberacdo, uma vez que foi observado previamente
que a solucao micelar apresenta certa capacidade de controlar a liberacdo dos
ativos. Ambas as formulagdes contendo farmaco na forma livre causaram
irritagdo medida pela sonda e determinada pela analise visual, enquanto a
formulagdo nanoestruturada n&do causou. Os voluntarios sentiram irritagdo
moderada e severa nos locais do braco onde foram aplicadas as formulacées
comercial e de solucdo hidroalcodlica. Um estudo de permeacao cutdnea foi
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realizado neste trabalho, desta vez com membrana de epiderme humana e
célula de Franz padrio e automatica. E importante ressaltar que, ja que os
capsaicinodides foram obtidos como uma mistura, ndo era possivel fazer a
separacado destes durante a obtencdo das nanocapsulas. Sendo assim, a
capsaicina e a dihidrocapsaicina foram quantificados separadamente no fluido
receptor (etanol 30% em agua) porém foi obtida a soma para cada ponto de
coleta, para que a formulacédo proposta pudesse ser comparado ao comercial
que apresentava o mesmo teor de capsaicina+dihidrocapsaicina, mas nao o
mesmo teor de cada ativo de forma isolada. Observou-se uma diminuicao da
quantidade permeada e no fluxo de capsaicindides através da epiderme, devido
a nanoencapsulagcao destes, o0 que esta de acordo com o estudo de permeacao
cutdnea realizada no capitulo Ill. Porém, a nanoencapsulacdo ndao impediu,
como ja esperado devido aos estudos de liberacao, que o farmaco fosse liberado
e permeasse através da barreira cutanea, indicando que haveria efeito
farmacolégico. Mais uma vez, o efeito reservatdrio das nanocapsulas modulou a
permeacao/penetragdo cuténea, por controlar a liberagdo, desta vez evitando
causar irritacao. Além disto, foi provado através deste trabalho que o veiculo
inovador proposto, composto de quitosana e nanocapsulas ndo causa irritagao
cuténea. Este veiculo poderia ser utilizado tanto em formulagdes dermatoldgicas
quanto cosméticas, carreando ativos lipofilicos nas nanocéapsulas, ativos
hidrofilicos no gel, ou ambos.

Dando sequéncia, objetivou-se no terceiro trabalho experimental (capitulo
V), que tem perfil mais fisico-quimico que os demais, estudar a estrutura dos
hidrogéis de quitosana, uma vez que se sabia previamente (CONTRI et al,
2010) que as nanocapsulas levavam a um leve aumento na consisténcia dos
géis, o que pode ser devido a algum efeito destas na cadeia do hidrogel de
quitosana. Levou-se em conta que uma formulacdo que apresenta propriedades
cuténeas interessantes deve ter a sua estrutura tridimensional bem determinada.
Foram obtidos diferentes géis de quitosana, cada um contendo uma
porcentagem de suspensdo de nanocapsulas diferente, adicionada durante a
obtencao do gel (Gel A= 0% suspenséo de NC; Gel B = 30% de suspenséao de
NC; Gel C= 50% de suspensdo de NC, Gel D= 100% de suspensao de NC). A
suspesndo de nanocapsulas utilizada continha capsaicindides (0,5mg.mL™).
Utilizando diversas técnicas de caracterizacdo (difracdo de laser, reologia
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oscilatéria, difratometria exploratéria diferencial, infravermelho, microscopia
eletrdbnica de varredura) sugeriu-se que as nanocapsulas estariam em
aglomerados nos hidrogéis de quitosana. Estes aglomerados parecem ser
rapidamente redispersos até o tamanho nanométrico quando em meio aquoso.
Devido a formacao dos aglomerados, ha uma provavel perda de interacao entre
as cadeias de quitosana, até chegar a uma concentracdo limite onde ha
separacao de fases nos microdominios do gel. Apesar disso, o gel de quitosana
contendo nanocapsulas poliméricas apresentou uma rede de hidrogel bem
desenvolvida e ndo apresentou separacdo de fases na escala macro. Este
resultado apontou que, entre os hidrogéis obtidos, o gel D, apesar da separagao
de fases nos microdominios, poderia ser a formulacdo de escolha para
incorporacao de ativos cosméticos e dermatolédgicos, uma vez que a quantidade
de ativo nanoencapsulado incorporado ao gel sera maior e, nesta concentracdo
de nanocépsulas, nao parece haver influéncia das nanocépsulas na reticulagao
das cadeias da quitosana.

Observando-se as grandes potencialidades cutaneas do hidrogel de
quitosana contendo nanocapsulas poliméricas, o quarto e o quinto trabalhos
experimentais (capitulo VI e VII) visaram estudar aspectos de toxicidade e de
sensorial da formulacdo, considerando a crescente preocupag¢ao com relacao a
nanotoxicologia (ciéncia que visa determinar a seguraga de nanomateriais e
nanoparticulas) e a importancia da andlise sensorial como uma ferramenta do
desenvolvimento farmacotécnico de produtos para uso cutaneo.

Os estudos de nanotoxicidade foram realizados durante o doutorado
sanduiche em 2012, no instituto de farmacologia e toxicologia da Freie
Universitdt Berlin (Alemanha) sob a supervisdo da professora Dr. Monika
Schéfer-Korting. As amostras testadas foram: (i) suspensdo de nanocapsulas
catiénicas, obtidas com o polimero catiénico EudragitRS100®, como vinha sendo
feito até entdo neste trabalho, (ii) suspensao de nanocapsulas anibnicas, obtidas
com o polimero Eudragit S100°, para testar o efeito da carga de superficie das
nanocapsulas na toxicidade da formulagdo e (iii) gel de quitosana contendo
nanocapsulas poliméricas, para testar o efeito do gel de quitosana na toxicidade
da formulagdo. Foram obtidas nanocapsulas com 6leo fluorescente no nucleo,
sintetizado em colaboragdo com a professora Adriana R. Pohlmann do instituto
de Quimica da UFRGS, para a determinacdo da penetracdo cutanea das
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particulas (pele humana dermatomizada contendo 1mm de espessura) e da
captacdo celular destas (queratinécitos e fibroblastos primarios na terceira
passagem) utilizando microscépio de fluorescéncia. Para os demais
experimentos [citotoxicidade (queratindcitos e fibroblastos primarios na terceira
passagem, avaliacdo por MTT e Vermelho Neutro) e potencial irritante in vitro
(HET-CAM, utilizando membrana corioalantdéide de ovos embrionados) foram
realizados com formulagdes brancas, nao fluorescentes. Observou-se que as
nanocapsulas sé conseguem entrar em contato com as camadas viaveis
(epiderme e derme) se houver rompimento da barreira cutdnea (tape stripping
realizado através da colagem e retirada de 30 fitas a superficie da pele). Quando
em contato com a pele intacta, as nanocapsulas ficam retidas no estrato cérneo,
de forma que a carga cati6nica das particulas influenciou nesta retencao.
Quando a pele foi lesada, tanto a carga catiénica quanto a presenca do gel de
quitosana influenciaram na penetracdo, aumentando a intensidade de
fluorescéncia detectada nas camadas da pele. O gel de quitosana,
provavelmente devido a sua capacidade de atuar sobre as jungcdes entre as
células (tight junctions), aumentou a penetracao das nanocapsulas. J4 a carga
catibnica das nanocapsulas possivelmente aumentou a adesao a pele, levando a
uma maior penetracdo das nanoestruturas. Uma vez observado que as
nanocapsulas podem entrar em contato com as células viaveis quando a pele se
encontra lesada, seguiu-se com o experimento de citotoxicidade. Somente foi
observada toxicidade em queratinécitos, e ap6s tempos de contato de 24 h e 48
h. A presenca do tensoativo polissorbato 80 parece ser o responsavel pela
toxicidade observada, devido a sua capacidade de extrair lipidios da membrana
e aumentar a permeabilidade celular. Observou-se que houve captacdo de
nanocapsulas por parte tanto dos queratindcitos quanto dos fibroblastos, de
forma a haver mais captacdo com o passar do tempo de contato (30 min até 4h).
Através do estudo HET-CAM, nao foram observados efeitos como lise,
hemorragia ou coagulagdo dos vasos sanguineas apoOs aplicagdo das
formulagbes, de forma a classificar estas como nao-irritantes, o que esta de
acordo com os resultados obtidos no estudo de irritacdo cutanea realizado em
humanos no capitulo IV. Os estudos em membrana corioalantéide indicam,
principalmente, o potencial irritante em mucosa ocular, devido a semelhanca

desta membrana com a mucosa em questdo. Para a analise de produtos
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cosméticos e dermatoldgicos, € de extrema importadncia a determinagdo da
irritacdo ocular, e ndao somente de irritacdo cutdanea. De forma geral, a
formulacdo apresentou penetragdo cutanea restrita a uma condicao de pele
lesada, baixo potencial citotoxico em células do tecido cutaneo e nao apresentou
potencial irritante.

O estudo de andlise sensorial da formulacdo composta de gel de
quitosana e nanocapsulas poliméricas (brancas, sem ativo) foi do tipo
discriminativo e afetivo e foi dividido em duas fases que contaram com 60
voluntarios nao treinados em cada fase. O projeto teve prévia aprovacao pelo
comité de ética em pesquisa da UFRGS. Na primeira fase comparou-se o gel de
quitosana a um gel de hidroxietilcelulose (ambos com e sem nanocapsulas).
Observou-se, nesta primeira etapa, que o hidrogel de quitosana,
independentemente da presenga das nanocapsulas, apresentou maior
pegajosidade imediata e maior formacéo de filme na pele em comparacdo aos
hidrogéis de hidroxietilcelulose correspondente. Estas propriedades levaram
provavelmente a menor preferéncia observada para os géis de quitosana.
Portanto, para a segunda etapa da analise sensorial, os hidrogéis de quitosana
foram modificados através da utilizacdo de adjuvantes cosméticos (silicone
volatil e sal sédico do acido pirrolidona carboxilico - PCANa) na formulagdo. O
silicone volatil confere menor pegajosidade as formulagdes enquanto que o
PCANa aumenta a hidratagdo cutanea o que poderia levar a um menor filme de
quitosana observado na pele. Para a escolha destes adjuvantes, foram feitos
diversos testes prévios. Apés a modificagdo do gel de quitosana, iniciou-se a
fase 2, que comparou o gel de quitosana prévio, com o gel de quitosana
modificado (ambos com e sem nanocapsulas). Observou-se uma maior
preferéncia do gel modificado e bem como uma diminuicdo da percepcao do
filme formado na pele. A presenca das nanocapsulas no sensorial do hidrogel de
quitosana também foi determinada em cada fase. No caso dos hidrogéis de
quitosana ndao modificados, as nanocapsulas levaram a uma maior percepcao do
filme formado na pele, devido a maior consisténcia do hidrogel ou a opacidade
da formulacdo, enquanto que no caso dos hidrogéis modificados, levou apenas a
percepcdo de um filme mais homogéneo. A analise sensorial € uma analise

essencial para determinar a aceitacado cosmética da formulagdao e os pontos a
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serem aprimorados, representados pela formacdo de filme na pele e pela
pegajosidade imediata no caso do hidrogel de quitosana.

O sexto e ultimo trabalho (capitulo VIII) apresentou como proposta
encapsular um ativo cujas propriedades cicatrizantes se somam as propriedades
da quitosana de promocgao de cicatrizacao, efeito bacteriostatico, e bioadesao,
entre outras, desenvolvendo um hidrogel com capacidade regeneradora da pele.
Primeiramente, desenvolveu-se um fatorial para o desenvolvimento de uma
suspensao de nanocapsulas contendo o ativo em questdo apresentando
propriedades adequadas em termos de didmetro de particula e homogeneidade
de tamanho. Alterou-se a concentracdo de polimero, 6leo e acetona, todos
adicionados a fase organica no momento da obtencdo das nanoestruturas. A
formulacédo base do sensorial foi uma suspensédo aquosa contendo o dobro das
quantidades padrdes (como utilizado nos outros capitulos), para permitir a
obtencdo de uma formulacdo com mais 6leo de rosa mosqueta, visando um
maior efeito. Com relacao a essa formulacéo base, aumentando a quantidade de
acetona e reduzindo a quantidade de éleo foi possivel obter os melhores
resultados. A formulacao selecionada apresentou caracteristicas fisico-quimicas
adequadas, além de possuir capacidade de proteger o 6leo vegetal contra
degradacao devido a radiacao ultravioleta A e C, determinado por um estudo in
vitro de peroxidacao lipidica. A oxidagao € um problema comum da utilizagao de
6leos de origem vegetal. Apds otimizar a suspensao de nanocapsulas, obteve-se
um hidrogel de quitosana incorporando as nanocapsulas contendo 6leo de rosa
mosqueta. Foi também adicionado neste hidrogel os adjuvantes cosméticos
determinados no capitulo anterior. A formulacdo se apresentou como uma
proposta adequada, com particulas nanométricas e com menos tendéncia a
cremagem, em comparagao as nanocapsulas mantidas em suspensao aquosa.

Os dois primeiros capitulos desta tese, que correspondem a capitulos de
livros (publicado e aceito para publicacéo), foram de grande importancia para a
realizacdo e discussdo de todo o trabalho, principalmente para os estudos de
permeacao/penetracao cuténea realizados nos capitulos lll, IV e VI. Além de
estudos relacionados a permeacéao/penetracdo cutdnea, o presente trabalho de
doutorado contou com experimentos diferenciados em cada capitulo, visando
uma boa abrangéncia dos estudos que sao possiveis quando o foco é a via
cutdnea de aplicacao de substancias ativas.
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Através do presente trabalho, foram provadas propriedades cutdneas
importantes das nanocapsulas poliméricas como a grande adesdo cutanea, a
diminuicédo da irritacao cutdnea causada pelos capsaicindides e a capacidade de
modular a permeacao destes, a baixa toxicidade cutanea, a retencdao das
nanocapsulas no estrato cérneo, e a capacidade de protecao do nucleo oleoso
(representado neste trabalho pelo 6leo de rosa mosqueta) frente a degradacéo
por radiacdo ultravioleta. Além disso, o hidrogel de quitosana proposto para
carrear as nanocapsulas poliméricas se apresentou como uma estrutura de rede
de hidrogel bem formada e uma alternativa promissora para aplicacao cutanea.
A formulacdo conjugou as seguintes propriedades: € nao-irritante e nao-
citotdxica, apresenta uma grande adesdo cutanea, propriedades sensoriais
adequadas e capacidade de estabilizar fisicamente as nanoparticulas ap6s a

incorporagao no gel.
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Nome: ] Data:
CODIGO AMOSTRAS: E

ANALISE SENSORIAL DISCRIMINATIVA
Espalhabilidade
Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo
ESPALHABILIDADE?

Nao ( )

Sim ( ) Qual amostra espalha mais na pele?

Oleosidade

Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo OLEOSIDADE?
Nao ( )

Sim ( ) Qual amostra € mais oleosa ao aplicar na

pele?

Pegajosidade

Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo
PEGAJOSIDADE?

Nao ( )
Sim ( ) Qual amostra € mais pegajosa ao aplicar na
pele?

Avaliar apés 15 minutos da aplicacao:

Formacao de Filme )
Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo FORMACAQO DE
FILME?

Nao ( )
Sim ( ) Qual amostra tem formacao de maior quantidade de filme na
pele?

Qualidade do Filme
Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo QUALIDADE DO
FILME FORMADO?

Nao ( )
Sim ( ) Qual amostra forma filme mais homogéneo na
pele?

Pegajosidade Residual
Na sua opinido, as amostras apresentam diferenca no atributo PEGAJOSIDADE
RESIDUAL?

Nao ( )
Sim ( ) Qual amostra apresenta mais pegajosidade residual na
pele?

ANALISE SENSORIAL AFETIVA

Qual sua amostra preferida ao aplicar na pele?
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TESTE DE IRRITAGAO CUTANEA - FICHA DO AVALIADOR

Voluntario: Data:

Hora da aplicacao:

Escala: 0-auséncia de eritema / 1-eritema muito fraco (alguns pontos vermelhos) /
2-eritema fraco (os pontos um pouco mais definidos) / 3-eritema moderado (ndo
apenas pontos, vermelhidao) / 4-eritema forte (vermelhiddo homogénea ocupando
todo o circulo onde esta a formulagédo / 5-eritema extremo (vermelhiddo ocupando
mais do que o circulo da formulacao).

Posicao de aplicacao | Tempo (min) | 0 1 2 3 4 5

0

30

60

90

120

180

0

30

60

90

120

180

30

60

90

120

180

30

60

90

120

180

30

60

90

120

180

30

90

120

180
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TESTE DE IRRITACAO CUTANEA — FICHA DO VOLUNTARIO

Voluntario: Data:
Hora da aplicacao:

Atribua valores para sensacgdes caracteristicas de irritagdo (ardéncia, coceira,
gueimagao) que vocé esta

sentindo. Utilize a seguinte escala:

0-nao sinto / 1- sinto levemente / 2- sinto consideravelmente / 3- sinto fortemente

Posicao de aplicacao da

amostra Tempo (min) Atribuicao para irritacao

30
60
A 90
120
180

30
60
B 90
120
180

30
60

120
180

30
60

120
180

30
60

120
180

30
60
90
120
180
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Fotos dos experimentos (Capitulos I, IV, VI e VII)
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Figura 1 — Capitulo Ill. Célula de Franz modificada para experimento de
lavabilidade e permeacao/penetracdo cutadnea concomitantemente.

Figura 2 — Capitulo Ill. Célula de Franz manual utilizada para o estudo de

permeacgao/penetracao cutanea.

Figura 3 — Captilulo IV. Retirada da epiderme das amostras de pele humana,

para o estudo de permeacéo cutanea.
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Figura 4 — Capitulo IV. Células automaticas de Franz (Microette Plus®,
Hanson Research)

Figura 5 — Capitulo VI. Célula de Franz manual com aplicagéo de suspensao
de nanocéapsulas fluorescentes na superficie da pele

Figura 6 — Capitulo VI. Queratindcitos (QC) e fibroblastos (FB) em cultura
apoés o teste de citotoxicidade: (a) MTT (b) Vermelho Neutro
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Figura 7 — Capitulo VI. Membrana corioalantéide exposta para o teste do
HET-CAM (potencial irritante).

Figura 8 — Capitulo VII. Aplicagao das formulag¢des durante o estudo de
analise sensorial.
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