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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
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DESENVOLVIMENTO DE GEIS-CREMEA PARTIR DO PRODUTO
LIOFILIZADO CONTENDO NANOCAPSULAS DE OLEO DE

BORRAGEM E DIPROPIONATO DE BETAMETASONA
AUTORA: MAIARA TAIS BAZANA
ORIENTADORA: CRISTIANE DE BONA DA SILVA
Santa Maria, 21 de agosto de 2015.

Entre as doencas de pele, a dermatite atdpica se caracteriza como inflamatéria cronica,
sendo os corticosteroides amplamente utilizados, entre eles o dipropionato de betametasona.
Aliado a isso, 0 6leo de semente de Borago officinalis L. possui acidos graxos importantes na
estrutura e funcdo da pele. Ainda, com o uso da nanotecnologia é possivel melhorar algumas
propriedades de substancias, desenvolvendo terapias inovadoras e eficazes. Nesse sentido,
este trabalho objetivou desenvolver géis-creme a partir do produto liofilizado de suspensées
de nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo o 6leo de Borago officinalis L (6leo de
borragem) associado ou ndo com o farmaco dipropionato de betametasona, visando sua
aplicacdo no tratamento de doencas inflamatorias da pele. As suspensdes de nanocapsulas
foram preparadas pelo método de deposicao de polimero pré-formado e, ap6s, caracterizacéo,
desidratadas por liofilizacdo. Os produtos secos foram avaliados em relacdo ao rendimento
ponderal, tamanho médio de particulas apds redispersdo em agua, distribuicdo de tamanho de
particula, teor de farmaco, indice de ressuspenséo, analise morfolégica e liberagdo in vitro do
farmaco. Além disso, a preparacdo e a caracterizacdo dos geis-creme foram, também,
realizadas, seguido de um estudo de permeacdo in vitro do farmaco a partir das formulacbes
semissolidas e a avaliacdo da eficacia em modelo experimental de dermatite de contato. As
suspensdes apresentaram tamanho de particula nanométrico (185-210 nm), indice de
polidispersdo abaixo de 0,10, pH levemente &cido (6,0-6,5), auséncia de nanocristais e
distribuicdo do farmaco no ndcleo. O teor de farmaco foi de 0,25 + 0,01 mg/mL de
betametasona e a eficiéncia de encapsulamento foi de, aproximadamente, 100%. Em relacéo a
liofilizacdo, os produtos desidratados mostraram tamanho de particula na escala nanométrica
(190-250 nm), polidispersédo abaixo de 0,35; indice de ressuspensdo proximo a unidade,
rendimento em torno de 93% e concentragdo de betametasona préximo ao valor teérico. O
perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanocapsulas e dos produtos redispersos apresentou
controle da liberacdo e modelo monoexponencial. Os géis-creme apresentaram valores de pH
entre 6,0 e 6,5 e teor de fa&rmaco proximo ao teorico (0,5 mg/g). Os reogramas exibiram
comportamento de fluxo ndo Newtoniano, seguindo o modelo de Herschel-Bulkley. O teste in
vitro de permeacéo/penetracdo indicou que o dipropionato de betametasona é capaz de atingir
as diferentes camadas da pele; no entanto, o gel-creme com farmaco ndo associado foi
detectado no meio receptor. Em relacdo a eficécia in vivo, 0 modelo de dermatite de contato
foi capaz de causar dano tecidual, com alteragcbes nas atividades das enzimas do sistema
purinérgico. Entre os diferentes tratamentos, os geis-creme contendo o 6leo de borragem e o
dipropionato de betametasona nanoestruturados com tratamento alternado foram os que
apresentaram melhor eficacia dermatologica, imunolégica e reducdo do dano oxidativo nos
tecidos avaliados.

Palavras-chave: E-ADA. E-NTPDase. Liberacdo. Perfil oxidativo. Permeacdo/penetracao
cutanea.






ABSTRACT

Master Dissertation
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DEVELOPMENT OF THE CREAM GELS FROM LYOPHILIZED
PRODUCT CONTAINING BORAGE OIL AND BETAMETHASONE

DIPROPIONATE NANOCAPSULES
AUTHOR: MAIARA TAIS BAZANA
ADVISOR: CRISTIANE DE BONA DA SILVA
Place and Date of Defense: Santa Maria, August 21, 2015.

Among skin diseases, atopic dermatitis is characterized as a chronic inflammatory, it is
widely used corticosteroids, including betamethasone dipropionate. Allied to this, Borago
officinalis L. seed oil has fatty acids important in the structure and function of the skin. Thus,
with the use of nanotechnology and lyophilization it is possible to improve some properties of
substances and developing innovative effective therapies. Therefore, this study aimed to
develop cream gels from the lyophilized product of lipid-core nanocapsules suspensions
containing the oil of the Borago officinalis L. (borage oil) associated or not with
betamethasone dipropionate drug, for their application in the treatment inflammatory skin
diseases. The nanocapsules suspension were prepared by the interfacial of the preformed
polymer method, and after characterization, dehydrated by lyophilization. Dehydrated
products were evaluated relative to the yield, mean particle size after redispersion in water,
the particle size distribution, drug content, resuspension index, morphological analysis and in
vitro drug release. Furthermore, the preparation and characterization of cream gels were
made, followed by an in vitro drug permeation study based on semi-solid formulations and
the evaluation of the efficacy in an experimental model of contact dermatitis. The suspensions
showed nanometric particle size (185-210 nm) polydispersion index below 0.10, slightly
acidic pH (6.0-6.5), absence of nanocrystals and distribution of the drug in the core. The drug
content was 0.25 + 0.01 mg mL™ betamethasone, and the encapsulation efficiency was
approximately 100%. For lyophilization, the dehydrated products had particle size in the
nanometer range (190-250 nm), polydispersity below 0.35, resuspension index close to unity,
yield around 93% and the concentration of betamethasone close to theoretical. The release
profile of betamethasone dipropionate from nanocapsules and redispersed products presented
control the release and monoexponential model. The cream gels presented pH (6.0-6.5) and
drug content close to the theoretical (0.5 mg / g). Rheograms exhibited non-Newtonian flow
behavior, following the model of Herschel-Bulkley. In vitro skin permeation/penetration
indicated that betamethasone dipropionate is capable of achieving the different skin layers,
however, cream gels not associated with drug was detected in the receptor medium. For
efficacy in vivo, contact dermatitis model was capable of causing tissue damage with changes
in enzyme activities of the purinergic system. Among the different treatments, cream gels
containing borage oil and betamethasone dipropionate nanostructures with alternating
treatment showed the best dermatological efficacy, immunological and reduced oxidative
damage in tissues evaluated.

Keywords: Drug release. E-ADA. E-NTPDase. Oxidative  profile.  Skin
permeation/penetration.






LISTA DE ILUSTRACOES

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1 - Estrutura quimica do dipropionato de betametasona.............cccocevvvieiveiecieinennns 38

CAPITULO 1: Betamethasone-loaded lipid-core nanocapsules and its lyophilized
product: characterization and release study

Figure 1 - Graphical representation of particle size average and polydispersity index
(PDI) of the BD-loaded lipid-core nanocapsules storage during 30 days, at room

L= 0] 0 1=T = LD | OO PRSP 60
Figure 2 - Graphical representation of the BD loaded lipid-core nanocapsules zeta

potential during 30 days storage, at roOmM tEMPEratUIe ..........cccvevverieieeiiese e 60
Figure 3 - Rheogram of lipid-core nanocapsules (A) BD-NCOB e (B) NCOB............c.cc...... 61

Figure 4 - Images SEM obtained from lyophilized powders (increase of 5000X - bar
corresponds to 5 um). Trehalose (A), trehalose and BD physical mixture (B), L-BD-
NCOB (C ANU D). .ttt bbbttt nb bbb s 63

Figure 5 - Particle size distribution by laser diffraction of L-NCOB analyzed after 60
MINUEES OF FEAISPEISION. ......iiuiiiiiiiee ettt esbeesreennesreeee s 64

Figure 6 - Particle size distribution by laser diffraction of L-BD-NCOB analyzed after 60
MINUEES OF FEAISPEISION ...ttt bbbttt nn bbb ene s 64

Figure 7 - In vitro BD release profile from methanolic solution (BD-S), lipid-core
nanocapsules (BD-NCOB) and resuspended powders (L-BD-NCOB) using dialysis bag
MELNOA (N2 3) ittt et e et e e s e s be e beeseesreesreeneesreenans 65

CAPITULO 2: Desenvolvimento de géis-creme contendo p6s liofilizados preparados a
partir de nanocapsulas de dipropionato de betametasona e 6leo de borragem: estudo de
permeacdo/penetracdo cutanea e avaliagdo em modelo experimental de dermatite de
contato

Figura 1 - Reograma dos géis-creme contendo produto seco das nanocéapsulas de dleo de
borragem (GCL-NCOB) e nanocapsulas de o6leo de borragem e dipropionato de
betametasona (GCL-DB-NCOB), (N3). ...ociiiiiieiiieiie st 89

Figura 2 - Representacdo grafica da espalhabilidade dos géis-creme contendo produto
seco das nanocépsulas de 6leo de borragem (GCL-NCOB) e nanocapsulas de 6leo de
borragem e dipropionato de betametasona (GCL-DB-NCOB), (N=3) .....cccccevvvviiievieiiieeiienn, 90

Figura 3 - Distribuicdo da betametasona a partir do gel-creme contendo DB e OB néo
associados as nanocapsulas (GCOB-DB ) e do gel-creme nanoestruturado (GCL-DB-
NCOB) no estrato cérneo (EC), epiderme (EP), derme (D) e no meio receptor, verificada
no estudo de permeacédo/penetracdo cutanea com células de Franz, apds 8 h...........ccccceevvenee 91



Figura 4 - Imagens histologicas das orelhas de ratas dos animais de diferentes grupos
corados com hematoxilina e eosina. (A) grupo controle. (B) dermatite de contato. (C)
Animais tratados com GCOB. (D) Animais tratados com GC-DBOB. (E) Animais
tratados com GCL-DB-NCOB. (F) Animais tratados com GCL-DB-NCOB A. (G)
Animais tratados com GCL-NCOB. (H) Animais tratados com GC. Setas: 1) camada
cérnea; 2) camada escamosa; 3) derme; 4) vaso sanguineo; a) congestdo vascular; b)
edema na derme; c) linfdcitos; d) espessamento da camada espinhosa; €) descamacédo do
estrato corneo; f) discreta descamacdo do estrato cérneo; g) reducdo do edema h)
retificacdo da epiderme i) edema nas células da epiderme. Aumento de 200X............c..o......

Figura 5 - Hidrolise do ADP e ATP pela E-NTPDase em linfocitos nos grupos C, grupo
controle; DC dermatite de contato; GCOB, DC tratado com dleo livre; GC-DBOB, DC
tratado com 0leo e farmaco livre; GCL-DB-NCOB, DC tratado com betametasona e 6leo
de borragem nanoestruturado; GCL-DB-NCOB A, DC tratado com betametasona e 6leo
de borragem nanoestruturado em dias alternados; GCL-NCOB, DC tratado com 6leo de
borragem nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-creme base. Amostras incubadas por
70 minutos a 37 °C. As barras representam a media £ EPM de atividade em nmol de
Pi/min/mg de proteina. ANOVA seguido pelo Teste de Dunnett’s (p<0,05) para letras
AITEIENTES (NT5). 1ttt b bbbttt e e n bbbt sbeene s

Figura 6 - Atividade da ADA em linfocitos de ratas nos grupos C, controle; DC dermatite
de contato; GC-OB, DC tratado com dleo livre; GC-OBDB, DC tratado com dleo e
farmaco livre; GC-NCOBDB, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado GCL-NCOBDB A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado em dias alternados; GC-NCOB, DC tratado com 06leo de borragem
nanoestruturado; GC-B, DC tratado com gel-creme base. As barras representam a média
+ EPM de U ADA/ mg de proteina. ANOVA seguido pelo Teste de Dunnett’s (p<0,05)
para letras diferentes (N=5) ..oiiiiicii et re e e e

Figura 7 - Niveis de TBARS em figado e rim de ratas com dermatite de contato induzida
por NiSO4 e tratadas com betametasona livre e nanoestruturada. C, grupo controle; DC
dermatite de contato; GCOB, DC tratado com 6leo livre; GC-DBOB, DC tratado com
6leo e farmaco livre; GCL-DB-NCOB, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado GCL-DB-NCOB A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado em dias alternados; GC-NCOB, DC tratado com 06leo de borragem
nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-creme base. A barra representa a média + EPM
para 5 animais do mesmo grupo. ANOVA teste de comparagdo multipla de Newman-

96

Keuls (p<0,05) para [etras diferntes ........ccvoiieiiiiiie i 100

Figura 8 - Niveis de grupos sulfidrilas ndo-proteicos em figado e rim de ratas com
dermatite de contato induzida por NiSO4 e tratadas com betametasona livre e
nanoestruturada. C, grupo controle; DC dermatite de contato; GCOB, DC tratado com
0leo livre; GCL-DBOB, DC tratado com 06leo e farmaco livre; GCL-DB-NCOB, DC
tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado GCL-DB-NCOB A, DC
tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado em dias alternados; GC-
NCOB, DC tratado com 6leo de borragem nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-
creme base. A barra representa a média + EPM para 5 animais do mesmo grupo. ANOVA

teste de comparacdo maltipla de Newman-Keuls (p<0,05) para letras diferentes................. 100



Figura 9 - Niveis de catalase em figado e rim de ratas com dermatite de contato induzida
por NiSO4 e tratadas com betametasona livre e nanoestruturada. C, grupo controle; DC
dermatite de contato; GCOB, DC tratado com 0leo livre; GC-DBOB, DC tratado com
6leo e farmaco livre; GCL-DB-NCOB, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado GCL-DB-NCOB A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado em dias alternados; GCL-NCOB, DC tratado com 6leo de borragem
nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-creme base. A barra representa a média + EPM
para 5 animais do mesmo grupo. ANOVA teste de comparacdo multipla de Newman-
Keuls (p<0,05) para letras diferentes..........cccooiiiiiiiiieieeree s 101






LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1 - Formulacdes submetidas a liofilizag80.............cccevvevieii i 46

CAPITULO 1: Betamethasone-loaded lipid-core nanocapsules and its lyophilized
product:characterization and release study

Table 1 - Physicochemical characteristics of BD-loaded lipid-core nanocapsules
containing borage oil (BD-NCOB — 0.25 mg mL-1 of betamethasone) and lipid-core
nanocapsules without the drug (NCOB).........cciiiiiiiiiiieeeee e 58

Table 2 - Calculated parameters through the first order model of BD from methanolic
solution (BD-S), lipid-core nanocapsules (BD-NCOB) and resuspended powders (L-BD-

CAPITULO 2: Desenvolvimento de géis-creme contendo p6s liofilizados preparados
a partir de nanocapsulas de dipropionato de betametasona e 6leo de borragem:
estudo de permeacdo/penetracéo cutanea e avaliagdo em modelo experimental de
dermatite de contato

Tabela 1 - Composicdo quali-quantitativa dos geéis-creme utilizados na avaliacdo da
eficacia in vivo em modelo de dermatite de CONtAtO. ........ccvevveieieiiiinieeee e 84

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos géis-creme contendo os produtos
liofilizados a partir de nanocépsulas de nucleo lipidico preparadas pela associacdo do DB
e OB (Média = desvio PAAra0, NT3).....ccieeierieeeiesie ettt st se et ere e 88






SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt sttt n sttt 25
2 OBIETIVOS ...t ettt e e et e e e st e e e e e nnb e e e e e nnae s 31
P O o] 1= (A0 I T=T - 1 USSR 31
2.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS ....c.viuieiiiteiieiiite ettt et 31
3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt ente sttt 35
3.1 DErmMatite ALOPICA. .. evevererieiteeeiieie ettt sttt bbbt b et b e bbb e s et e 35
3.2 Dipropionato de betametasona ..........ccvcveiieieiieiie e 37
3.3 Oleo de semente de Borago OffiCinalis L. ........cccoceveueveeveeeereiiee e, 39
3.4 SiSteMas NANOESIIULUIAAOS. ........eeuierieieieite ettt st bt anes 42
341 CONSIABTAGDES ...ttt ettt etttk e bbbt b ettt e e st e b bbb e b enes 42
3.4.2 Desidratacdo de NanoPartiCUlas ...........ccccveieeiieiie i 44
CAPITULO 1: Betamethasone-loaded lipid-core nanocapsules and its lyophilized

product: characterization and release StUAY ...........cccvoveiieiiiic i 49
N = S I ¥ S R SURSRI 52
1 INTRODUCGTION ..ottt sttt st re bt neasesbeseeneene e 53
2 MATERIAL AND METHODS........ooi ittt snae e nnae e nee s 54
3 RESULTS AND DISCUSSION.....ciiiieiiisieist ettt 58
O @] N [0 IS ] N SR 67
REFERENGCES ......c.ootitiiitct ettt sttt st se bt e e te st st eneete e 67

CAPITULO 2: Desenvolvimento de géis-creme contendo pos liofilizados preparados
a partir de nanocapsulas de dipropionato de betametasona e 6leo de borragem:
estudo de permeacéo/penetracdo cutanea e avaliacgdo em modelo experimental de

AErMALITE 8 CONMTATO ....eeeeiee et e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e 73
2.1 APIESENTAGAD .....vieitieieeieest ettt b bbbkt b bbbttt e bt enes 75
RESUMO ..ottt ettt e et et et e et e e et et et e e e et et et eee e e et et ese e e eseseseteeeee et eseeneeeeeeeeennens 77
L INTRODUGAO ..ottt s st es s sn e 78
2 MATERIAL E METODOS ..ottt ee e e et et te et et eee e e et etaeaeeeesenenaeeeeesenens 79
3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ot ee et e e e e et eaeee e e es et eseeeenesasasressenasanens 87
CONCLUSAO ..ot ettt et et ee et et et e e e e et et eeeeeeeeeee et eee e e ee et eeeeeeeneseenaerens 102
REFERENCIAS ..ottt et e et et e e e e et et et e e ea e et eeeee et eeeeseae e eeaneesaeeeseeeiesenneenennenann 103
DISCUSSAO GERAL ..ot e e et e e et et et e e e e e et et ete e e et et eeeeeeseseeeeee s e 111
CONCLUSODES. ..o et e et e et et e e e e es e s et e e e ee e s es e s e e e eses e e eeeeeeresaaeenes 123

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiieieeeeeeeeeetetee e 127






INTRODUCAO







25

1 INTRODUCAO

A pele é o 6rgdo mais externo do corpo humano e funciona como uma barreira que
retém agua no interior do corpo e impede a penetracio de contaminantes externos. E
composta por trés camadas, as quais diferem em relacdo a composicao e estrutura: epiderme,
derme e hipoderme (BOLZINGER et al., 2012). A epiderme € a camada mais externa da pele
e € separada da derme subjacente pela membrana basal. Os queratinécitos, que compdem a
epiderme, proliferam dentro da camada de células basais e a medida que a diferenciagdo
prossegue, progridem para cima através das diferentes camadas da epiderme (camada
espinhosa, camada granular e camada cdrnea ou estrato corneo), tornando-se cada vez mais
anucleados e compactados (SANDILANDS et. al., 2009). Estudos recentes indicam que 0s
defeitos na funcdo da barreira epidérmica contribuem para o desencadeamento e perpetuacao
de inflamacGes na pele como a dermatite atopica (KUO et al., 2013; McALEER; IRVINE,
2013).

A dermatite atopica, também conhecida como eczema atdpico ou eczema, é uma
doenca de pele caracterizada por coceira e inflamagdo com um espectro de fenétipo clinico
(BIEBER, 2012; EICHENFIELD et al.,, 2014). A patologia da pele eczematosa é
caracterizada por edema epidérmico intercelular e uma disfuncdo da barreira, resultando em
um aumento na perda de agua transcutdnea e penetracdo de alérgenos externos e irritantes
(BIEBER, 2008). Além disso, alguns pacientes com dermatite atdpica apresentam maior
susceptibilidade a infeccdo bacteriana e viral (COLE et al., 2014).

Em relacdo ao tratamento da dermatite atdpica, deve-se ter cuidado com a pele,
identificacdo e eliminacdo dos fatores de exacerbagéo e o uso de farmacos com propriedades
anti-inflamatorias. Para a prevencao é importante evitar o contato da pele com 13, materiais
sintéticos e alimentos que induzam irritacdo. Dentre as formulagdes, os cremes contendo
antiflogisticos, corticosteroides, inibidores de calcineurina, alcatrdo, capsaicina e antibioticos
locais s&o os mais utilizados (LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010).

Os corticoides topicos sdo farmacos muito usados no tratamento de patologias
inflamatdrias, proliferativas ou de causa imunoldgica da pele. Entre os utilizados esta a
betametasona e seus derivados (COSTA, MACHADO; SELORES, 2005). O dipropionato de
betametasona possui acdo anti-inflamatoria, vasoconstritora, antiproliferativa e

imunossupressora, sendo empregado no tratamento de doencgas de pele. Entretanto, assim
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como o0s demais corticosteroides, pode causar efeitos colaterais locais e sistémicos,
relacionados a poténcia do farmaco, pois quanto mais potente, maior sera a eficicia
terapéutica, bem como a incidéncia desses efeitos indesejados (ROCHA; HORTA;
SELORES, 2004).

A busca pelo emprego de 6leos de origem vegetal em preparagdes farmacéuticas e
cosméticas deve-se as propriedades emolientes, hidratantes, lubrificantes e, em alguns casos,
aos efeitos terapéuticos (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000). Os 6leos e seus produtos ricos em
acido linoleico (6mega-6) auxiliam na funcdo da barreira cutanea da pele e influenciam na
resposta inflamatdria, como o éleo de borragem (BROSCHE; PLATT, 2000; FOSTER et al.,
2010).

O 6bleo de borragem, obtido da semente do Borago officinalis L, é conhecido por
apresentar propriedades anti-inflamatoria (FOSTER, et al., 2010), antiespasmodica, anti-
hipertensiva, antitérmica, afrodisiaca, emoliente, diurética e, também, é considerado util para
0 tratamento de asma, bronquite, colicas, diarréia, palpitacbes e doencas renais (GILANI;
BASHIR; KHAN, 2007).

Os Oleos vegetais também sdo utilizados no desenvolvimento de nanocarreadores para
aplicacdo topica, conforme demonstrado por alguns autores (SANTOS-MAGALHAES et al,
2000; FRIEDRICH et al, 2008; ALMEIDA et al, 2009; WEBER et al., 2015). Destacam-se
como vantagens destes sistemas, a possibilidade de aprimorar a liberacdo de substancias
ativas em locais especificos, agindo como um sistema carreador de farmaco. O seu uso em
formulagbes tdpicas garante protecdo da area afetada frente a sua toxicidade, prevenindo ou
reduzindo possiveis reacdes de sensibilidade. 1sso ocorre devido o uso de concentracoes
menores e a diminui¢do do contato direto do farmaco com a regido alvo (POHLMANN et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).

No entanto, estes sistemas apresentam uma limitada estabilidade em meio aquoso,
uma vez que, durante o armazenamento, podem ocorrer precipitacdo/degradacdo de
componentes e perda da substancia ativa encapsulada (MAGENHEIM; BENITA, 1991,
BECK et al., 2012). Em funcdo disto, técnicas que levem & desidratacdo das suspensdes
nanoestruturadas tém sido estudadas e desenvolvidas, tais como a secagem por aspersdo
(MULLER et al., 2000) e a liofilizagdo (SCHAFFAZICK et al., 2003b; YANG et al., 2013).

Considerando o exposto, o presente trabalho objetivou desenvolver formulacGes
semissoOlidas do tipo gel-creme, a partir de produtos secos redispersiveis, obtidos por

liofilizacdo, contendo nanocapsulas de nucleo lipidico preparadas pela associacdo ou ndo do
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6leo de borragem com dipropionato de betametasona. Somado a isso, avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas, o perfil de liberacdo in vitro do farmaco, o estudo de permeacao/penetragdo
cutanea e a avaliacdo da eficacia em modelo experimental de dermatite de contato.

Cabe salientar que até o momento, ndo ha estudos que utilizam a liofilizacdo na
desidratacéo de suspens@es de nanocépsulas contendo o 6leo de borragem e o dipropionato de
betametasona, essas j& desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa (WEBER et al., 2015), tdo
pouco a inclusdo dos produtos secos em forma farmacéutica semissolida do tipo gel-creme, e
estudos relacionados a caracterizagdo fisico-quimica, atividade anti-inflamatoria e

antioxidante, configurando o ineditismo do presente trabalho.






OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver formulagcdes semissélidas do tipo
gel-creme a partir do produto liofilizado contendo nanocépsulas de ndcleo lipidico preparadas
com o Gleo de borragem e o dipropionato de betametasona, visando sua aplicacdo no

tratamento de doencas inflamatdrias da pele.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar nanocapsulas de nucleo lipidico contendo como ndcleo oleoso o 6leo de

borragem associado ou ndo ao dipropionato de betametasona;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoestruturas quanto ao teor e
eficiéncia de encapsulamento, diametro médio de particulas, polidisperséo,
potencial zeta, pH e viscosidade;

e Preparar produtos secos redispersiveis por liofilizacdo das suspensdes de

nanocapsulas;

e Caracterizar os produtos secos mediante o rendimento, distribuicdo de tamanho,
diametro médio de particulas, indice de ressuspensdo em agua, morfologia e teor

de farmaco;

e Auvaliar os perfis de liberacao in vitro do dipropionato de betametasona a partir das
suspensdes de nanocapsulas e dos produtos secos desenvolvidos, utilizando o

método de saco de didlise;

e Preparar, caracterizar e avaliar as formulagdes semissélidas (gel-creme) contendo

0s produtos secos, com e sem o farmaco;
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Realizar estudo de permeacdo/penetracdo do farmaco a partir dos géis-creme

empregando a pele de porco como barreira;

Avaliar a eficacia das formulagcdes semissolidas em modelo experimental de

dermatite de contato e verificar a atividade da NTPDase e o perfil oxidativo.



REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dermatite Atdpica

A dermatite atdpica é uma doenca de pele inflamatoria cronica caracterizada por
lesGes pruriginosas (DENBY; BECK, 2012), pele seca e infec¢do por Staphylococcus aureus
(BIEBER, 2008). O prurido recalcitrante é o sintoma mais desconfortavel que os pacientes
apresentam. Geralmente, é seguido por coceira, 0 que agrava a inflamacédo da pele e leva a
uma sequéncia de condi¢bes denominado de “ciclo coceira-zero” (no inglés itch-scratch
cycle) (MIHARA et. al., 2004). A doenga é clinicamente definida e frequentemente associada
com a rinite alérgica, asma e reacOes alimentares mediadas pela imunoglobulina E (IgE)
(BIEBER, 2008; EYERICH; NOVAK, 2013; WOLLENBERG; FEICHTNER, 2013).

Além disso, a dermatite atdpica acomete, principalmente, criangas em areas urbanas
ou em paises desenvolvidos, e a prevaléncia tem aumentado ao longo das ultimas trés
décadas, sendo que 15 a 30% das criancas e 2 a 10% dos adultos sdo acometidos em todo o
mundo (WILLIAMS; FLOHR, 2006; THE MERCK MANUAL, 2013a). Esta doenca, muitas
vezes, esta associada a asma e outras doencas alérgicas. A dermatite atdpica, frequentemente,
inicia na primeira infancia (dermatite atopica precoce). Um total de 45% de todos os casos
comecam dentro dos primeiros seis meses de vida, 60% durante o primeiro ano e 85% antes
dos cinco anos de idade. Mais de 50% das criancas que sdo afetadas nos primeiros dois anos
de vida ndo tem qualquer sinal de sensibilizacdo da IgE, mas tornam-se sensibilizados durante
0 curso da doenca (ILLI et. al., 2004), e até 70% destas criancas tém uma remissdo
espontanea antes da adolescéncia. A doenca também pode se manisfestar em adultos
(dermatite atopica de inicio tardio) e um numero consideravel de pacientes ndo apresenta sinal
de sensibilizacdo mediada por IgE (NOVAK; BIEBER, 2003).

O diagnostico da dermatite atopica e essencialmente clinico e estd baseado em uma
variedade de sinais e sintomas, ndo havendo testes sorologicos especificos para o diagnostico
e mensuracdo de sua gravidade (YANG; JEON; PYUN, 2010). No entanto, a elevada
variabilidade do fenétipo clinico e gravidade, antecedentes genéticos e mecanismos
patoldgicos conhecidos sugerem um elevado grau de heterogeneidade fisiopatoldgico.

Embora o padrédo clinico de leséo seja relativamente uniforme, sendo de pele eczematosa, a
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dermatite atdpica, muitas vezes, apresenta padrdes de progressao distintos, requerendo
prevencao personalizada e estratégias de controle (BIEBER, 2012).

A fisiopatologia da dermatite atdpica permanece incompletamente compreendida,
embora as interacGes gene-ambiente desempenham um papel principal em individuos
geneticamente predispostos (CORK et al., 2009; BARNES, 2010). Vérias anormalidades
imunoldgicas sistémicas e cutaneas podem estar relacionadas a dermatite atopica, como o
aumento de IgE sérica e a sensibilizacéo a alérgenos, elevada expressédo de citocinas tipo Th2
em lesdes agudas, aumento do numero de células T que expressam linfocitos cutaneos
associado a antigeno e o aumento da expressdo do receptor de IgE (FceRI) nas células de
Langerhans e nas células epidérmicas dendriticas inflamat6rias, bem como a diminuicdo da
expressdo de peptideos antimicrobianos (ONG et al., 2002; BOGUNIEWICZ; LEUNG,
2006). A dermatite atopica €, também, uma consequéncia da resposta imune tipo IV e,
frequentemente, aparecem linfocitos T CDA4+ infiltrados na pele (AZULAY, 2008;
LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010).

A deficiéncia em acidos graxos essenciais (AGE), principalmente da série 6mega 6
leva a condicdes inflamatorias da pele em animais e seres humanos. Ratos alimentados com
uma dieta deficiente em AGE apresentaram a pele escamosa e avermelhada, bem como um
aumento de até 10 vezes na perda transepidérmica de agua. Os sintomas da deficiéncia de
AGE em animais podem ser facilmente revertidos com a aplicacdo sistémica ou tdpica de
AGEs, como o &cido linoleico, &cido y-linolénico ou acido columbinico. Em dermatite atopica
ndo ha deficiéncia de acido linoleico, mas foi proposto que a conversdo de &cido linoleico
para o acido y-linolénico pode ser prejudicada (PROKSCH; FOLSTER-HOLST; JENSEN,
2006). O uso de 6leos ricos em AGE pode constituir uma alternativa, como exemplo o éleo de
borragem, rico em acido linoleico e y-linolénico (FOSTER et al., 2010).

O tratamento tdpico da dermatite atopica é dificultado em lesGes extensas, as quais
necessitam de maior tempo de aplicagédo e, assim, a adesdo ao tratamento pode ocorrer de
forma inadequada (OCHAITA; FERNANDEZ, 2001). Sendo assim, diversas terapias sdo
indicadas: emolientes, antibidticos, imunomoduladores, macrolideos, ciclosporina,
antihistaminicos, corticoterapia, e até mesmo fototerapia. Os corticoesteroides sdo 0s
farmacos mais utilizados, destacando-se: dipropionato de betametasona, fuorato de
mometasona, desonida, dexametasona, hidrocortisona e dipropionato de clobetasol.
(BOGUNIEWICZ, 2004; AZULAY, 2008; LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010). Devido aos
seus efeitos adversos (atrofia cutanea, erupgoes, exacerbagdo de virus ou bactérias), € comum

a utilizacéo de terapias alternativas e/ou sinérgicas, como o uso de 6leos vegetais, em virtude
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de suas propriedades emolientes e hidratantes (BARZEGAR; PRADALIER, 2002; CASTRO
et al., 2006; FOSTER et al., 2010).

3.2 Dipropionato de betametasona

Os corticosteroides sdo farmacos altamente eficazes, sendo amplamente utilizados em
dermatologia nas formas de creme, gel, solucdo e pomada para o tratamento de doencas
inflamatérias da pele (SCHOEPE et al., 2006; ZOLLER et al., 2008). Os estudos clinicos
demonstraram que a utilizacdo de corticosteroides, como o dipropionato de betametasona
(DB) e o propionato de clobetasol, tem melhorado significativamente o tratamento de
pacientes com dermatoses, tais como eczema e psoriase (MENTER et al., 2009; FELDMAN;
YENTZER, 2009).

O dipropionato de betametasona € um agonista de receptores de glicocorticoides
altamente potente que possui atividade anti-inflamatoria, imunossupressora e antiproliferativa.
acido araquiddnico e controla a biossintese de prostaglandinas e leucotrienos (ALAM et al.,
2012).

Os corticosteroides sdo classificados de acordo com sua poténcia, sendo classe | de
altissima poténcia, e classe VII os menos potentes. A poténcia depende de muitos fatores,
incluindo as caracteristicas do farmaco, a concentracdo e a base na qual ele é utilizado
(AZULAY, 2008; THE MERCK MANUAL, 2013b). O dipropionato de betametasona em
pomada (0,05%) encontra-se na classe Il (alta poténcia), o creme pertence a classe 111 (média/
alta poténcia), j& a locdo estd classificada na classe V (média/baixa poténcia). As
apresentacdes topicas contendo hidrocortisona (precursora da classe), dexametasona,
flumetasona, prednisolona e metilprednisolona pertencem a classe VII (baixissima poténcia)
(AZULAY, 2008).

O dipropionato de betametasona (Figura 1) € um éster derivado da betametasona, a
qual sofreu modificacbes em sua estrutura a fim de melhorar a acdo, minimizar efeitos
secundarios e proporcionar maior lipofilicidade (AZULAY, 2008). E praticamente insoltvel
em &gua, solubilidade limitada em alcool e solivel em acetona, cloroférmio e diclorometano;
possui massa molecular de 504,6; log P de 3,66; pKa igual a 12,87. Comercialmente, é

empregado em preparagdes semissélidas (cremes e pomadas) e lo¢do na concentracdo de 0,64
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mg/g (equivalente a 0,5 mg/g de betametasona) (DIPROSONE, 2014) e também como
solucdo injetavel na concentracdo de 6,43 mg/mL (equivalente a 5,0 mg/mL de betametasona)
e 2,63 mg de fosfato dissédico de betametasona (equivalente a 2,0 mg/mL de betametasona),
em veiculo estéril (DIPROSPAN, 2006).

Figura 1. Estrutura quimica do dipropionato de betametasona.

Os principais efeitos colaterais relatados para o uso de corticosteroides topicos
compreendem: atrofia cutanea, dermatite da face, agravam ou mascaram infecc@es cutaneas,
eczema de contato, hipopigmentacéo, hipertricose e efeitos oculares (COSTA; MACHADO;
SELORES, 2005). Devido as suas caracteristicas e efeitos adversos, pode estar associado a
outros farmacos (antifungicos, analgésicos, antibiéticos) ou a produtos naturais. Zulfakar e
colaboradores (2010) demonstraram que o 6leo de peixe, além de aumentar a liberacdo do
dipropionato de betametasona na pele, contribuiu para a reducdo da inflamacdo, devido a
producdo de mediadores inflamatérios menos potentes e a inibi¢do de enzimas inflamatorias
da pele. Sendo assim, a associacdo desse 6leo é vantajosa por propiciar uma diminuicdo da
dose dos corticoesteroides.

No entanto, a limitagcdo clinica do dipropionato de betametasona é a sua fraca
permeabilidade através da pele, o que reduz a sua eficacia terapéutica no sitio alvo. A
principal limitag&o reside na funcédo de barreira da pele (ALAM et al., 2012). Por conseguinte,
0s maiores desafios para a formulagdo topica sdo proporcionar um aumento suficiente na
penetracdo do farmaco na pele, sem qualquer alteragdo significativa funcional e histologica da
mesma e, também, a alteracdo irreversivel da funcdo de barreira da pele (PUGLIA et al.,
2008; ALAM et al., 2012).

Além disso, a presenca de impurezas decorrentes do seu processo de sintese ou pela
exposicdo a condi¢bes alcalinas ou &cidas pode gerar produtos de degradacdo,
comprometendo a sua utilizacdo (SHOU et al., 2009). Em 2009, Lin e colaboradores
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identificaram o isdbmero dipropionato de lumibetametasona, obtido por fotoindugéo, a partir
de uma solucédo do farmaco.

A associacdo do dipropionato de betametasona a nanocarreadores é descrita na
literatura. Em 2009, Ishihara e colaboradores desenvolveram nanoparticulas hibridas
constituidas de copolimero (PEG-PLA) e &cido graxo com adicdo de célcio para obter um
melhor encapsulamento de farmacos pouco sollveis em agua, como o dipropionato de
betametasona. Os autores verificaram, por degradacdo enzimatica, a boa retencdo do farmaco
na nanoparticula. Em outro estudo, Gillet e colaboradores (2011) desenvolveram lipossomas
com dipropionato de betametasona, com didmetro médio de particula na faixa de 140 a 180
nm, 0s quais proporcionaram uma melhor penetracdo do farmaco na pele.

Abdel-Monttaleb e colaboradores, em 2012, desenvolveram nanoparticulas
poliméricas de etilcelulose com marcador fluorescente Nile red para a liberacdo seletiva do
farmaco na pele inflamada. Para os testes, as nanoparticulas foram administradas em um
modelo experimental de inflamacgéo para a dermatite em orelhas de ratos. Observaram que as
nanoestruturas de menor tamanho apresentaram cerca de trés vezes maior tendéncia de
penetracdo com um acumulo preferencial nos foliculos pilosos da pele inflamada e glandulas
sebéaceas. A betametasona foi utilizada como farmaco modelo entre os glicocorticoides
topicos, assim, as nanoparticulas de betametasona confirmaram a dependéncia do tamanho
para ser terapeuticamente mais eficiente no exame histolégico e na avaliacdo dos diferentes
marcadores inflamatdrios na pele.

Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu nanocépsulas de poli(e-
caprolactona) contendo como nucleo oleoso o 6leo de borragem, em associacdo com
dipropionato de betametasona. As nanocapsulas apresentaram tamanho médio de particulas
com cerca de 200 nm, teor de farmaco proximo ao valor teérico (0,50 + 0,03 mg/mL) e
eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100%, e possibilitaram aumentar a
estabilidade do farmaco frente a radiacdo UVC; entretanto, foram estaveis por um periodo de
15 dias a temperatura ambiente (WEBER et al., 2015).

3.3 Oleo de semente de Borago officinalis L.

Os 06leos vegetais sdo obtidos de sementes, améndoas e frutos de variadas plantas, e

sua composicao é rica em substancias lipidicas. Sendo essas fracdes lipidicas ricas em acidos
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graxos essenciais, exercem papel importante no funcionamento e na manutencdo do
organismo. Outras caracteristicas apresentadas pelos Oleos vegetais incluem atividade
antioxidante, funcdes vitaminicas, propriedades emoliente e hidratante (ALVAREZ;
RODRIGUEZ, 2000; ISMAIL; MARJAN; FOONG, 2004; SIGER; NOGALA-KALUCKA;
LAMPART-SZCZAPA, 2008).

Muitas substéncias lipidicas séo utilizadas como excipientes em preparagdes
farmacéuticas e cosmeéticas. Dentre eles, destaca-se o 6leo de borragem, o qual pode ser
utilizado como um principio ativo ou veiculo na fase oleosa. Seu uso topico € recomendado
para evitar o aparecimento de rugas, o envelhecimento e combater a desidratacéo e a perda de
elasticidade da pele (papel essencial do acido y-linolénico) (ALVAREZ; RODRIGUEZ,
2000).

A espécie Borago officinalis L. € uma planta herbacea anual pertencente a familia das
Boraginaceas, nativa da regido do Mediterraneo, também cultivada no Canada (HAFID;
BLADE; HOYANO, 2002), Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul e na América do Sul
(HERRMANN; JOPPE; SCHMAUS, 2002). Possui acdo antiespasmadica, anti-hipertensiva,
antipirética, afrodisiaca, diurética, emoliente, além ser utilizada no tratamento de asma,
bronquite, célicas, diarreia, palpitacdes e doengas renais (GILANI; BASHIR; KHAN, 2007).

O 6leo de borragem apresenta em sua composi¢do acidos graxos poli-insaturados
como, 0 &cido linoleico (35-40%) e o acido y-linolénico (22-24%), embora alguns produtos
individuais possam conter maior ou menor quantidade. Além destes, apresenta acidos graxos
saturados e monoinsaturados e acidos graxos da série dmega-9. O teor de acido y-linolénico
no Oleo de borragem é mais elevado do que na maioria de outros Oleos semelhantes
(GUNSTONE, 1992; HORROBIN, 1992; LANDI, 1993; BARRE, 2001). Além desses,
estudos fitoquimicos revelam a presencga de taninos, resinas, acido ascérbico, beta-caroteno,
niacina, riboflavina, tiamina, acido silicico, colina arabinose, alcaloides pirrolizidinicos,
polifenois e flavonoides (GILANI; BASHIR; KHAN, 2007).

Os alcaloides pirrolizidinicos sd@o responsaveis pela hepatotoxicidade e atividade
carcinogénica do Gleo, porém, esse apresenta baixos niveis desse composto, 0 que exige
cautela somente quando seu uso for excessivo ou prolongado (LANGER; FRANZ, 1997,
HERRMANN; JOPPE; SCHMAUS, 2002; CONFORTI et al., 2008).

O oleo de borragem contém altos niveis de acidos graxos essenciais da série dmega 6
(m-6) que sdo particularmente importantes na estrutura e funcdo da pele, entre outras
atividades (WRIGHT, 1991; FOSTER et al., 2010). No organismo, ocorre a conversao do

acido linoleico pela acao catalitica da enzima A6-desaturase em acido y-linolénico, que forma
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0 acido dihomo-gama-linolénico (ADGL) e o &cido araquiddnico. Porém, no eczema atopico
essa biossintese ndo ocorre de forma natural na pele humana devido a caréncia da enzima A6-
desaturase, afetando potencialmente a producdo de todos os metabdlitos seguintes. A
suplementagdo com 6leo de borragem funciona como fonte de acido y-linolénico que nédo é
mais formado pelo metabolismo. Estudos mostraram que a dermatite atdpica é associada com
0 aumento dos niveis de acido linoleico e a diminuicéo dos niveis dos produtos subsequentes
(AGL, DGLA, e /ou &cido araquidonico) (ENGLER; ENGLER, 1998; BROSCHE; PLATT,
2000; FOSTER et al. 2010).

Os desequilibrios dos &cidos graxos essenciais no organismo foram mostrados no
sangue do corddo umbilical de recém-nascidos que precedem o desenvolvimento de dermatite
atopica (GALLI, 1994), no leite materno de mées de bebés que posteriormente desenvolveram
dermatite atopica (WRIGHT; BOLTON, 1989; BUSINCO et al., 1993), e dosagens no tecido
adiposo, fosfolipideos do soro, plasma, células sanguineas vermelhas e células mononucleares
de criancas e adultos com dermatite atopica estabelecida (MANKU et al., 1982; MANKU et
al., 1984; STRANNEGARD; SVENNERHOLM; STRANNEGARD, 1987; WRIGHT,;
SANDERS, 1991; LINDSKOV; HOLMER, 1992; OLIWIECKI et al., 1991; SHIMASAKI,
1995; HORROBIN, 2000). No entanto, nem todos os dados tém demonstrado claramente essa
relacdo (FOSTER et al., 2010).

A literatura reporta alguns trabalhos com o dleo de borragem demonstrando o seu
potencial em diminuir sintomas como coceira, exsudacdo, edema e formacdo de vesiculas
(ANDREASSI et al., 1997; BARRE, 2001; LINNAMAA et al., 2010; FOSTER et al., 2010).
Henz e colaboradores (1999) evidenciaram que a administracdo de 690 mg/dia de 6leo é
significativamente eficaz no tratamento da dermatite, devido ao aumento de &cido digama-
linolénico nos eritrocitos. Em 2000, Brosche e Platt observaram efeitos significativos sob a
funcdo de barreira cutanea, apés administracdo oral do 6leo de borragem em idosos. O 6leo
foi capaz de diminuir a perda de agua transdérmica em 10,8% e a coceira, além de aumentar
os niveis de acido y-linolénico e acido digama-linolénico na membrana de fosfolipidios dos
eritrocitos. Em outro estudo, Conforti e colaboradores (2008) evidenciaram a atividade anti-
inflamatdria in vivo de diversos 6leos vegetais, incluindo o éleo de borragem, e sugerem que

esse efeito deve-se a presenca de certos compostos antioxidantes.
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3.4 Sistemas nanoestruturados

3.4.1 Consideracbes

A nanotecnologia tem sido foco de estudo em diferentes areas, apresentando uma
importante aplicabilidade na administracdo de farmacos e ativos cosméticos (ANTON;
BENOIT; SAULNIER, 2008). Na &rea farmacéutica, sua importancia da-se pelo fato de
exercer um controle na liberacdo de farmacos de forma precisa, reprodutivel e segura,
proporcionando o direcionamento do farmaco no local de acdo especifico, bem como
modificar suas propriedades (SCHAFFAZICK et al., 2003a; HUYNH et al., 2009; MISHRA,
PATEL; TIWARI, 2010). E, ainda, o tamanho reduzido destes sistemas facilita a
incorporacdo em produtos dermatoldgicos, propiciando uma melhora nas caracteristicas
sensoriais quando aplicados na pele (PERUGINI et al., 2002).

Os sistemas nanoestruturados de maior relevancia farmacéutica sao os lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas, as nanoemulsGes e as nanoparticulas poliméricas (GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007). As nanoparticulas poliméricas sdo particulas coloidais solidas,
classificadas em nanocépsulas e nanoesferas, diferindo na estrutura e composigdo. As
nanocapsulas apresentam uma estrutura vesicular e sdo compostas de um nucleo, geralmente,
oleoso envolto por uma parede polimérica, e o farmaco pode estar disperso ou dissolvido no
nacleo, e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo estruturas
matriciais poliméricas, ndo possuindo 6leo em sua composicdo, podendo o farmaco ficar
retido e/ou adsorvido a matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003a; VAUTHIER,;
BOUCHEMAL, 2009). Atualmente, em virtude de modificacbes na composi¢do, foram
desenvolvidas nanocépsulas com um nucleo contendo uma substancia lipidica solida
(monoestearato de sorbitano), sendo essas designadas por nanocépsulas de nucleo lipidico
(JAGER et al., 2009; ZANOTTO-FILHO et al., 2013).

A incorporacdo de substancias ativas em nanocapsulas poliméricas esta relacionada,
entre outras, a lipofilia do farmaco e sua afinidade com o nucleo oleoso. Neste sentido, a
utilizacdo de diferentes 6leos vegetais no desenvolvimento destes sistemas tem despertado
atencdo dos pesquisadores, devido ao interesse sinérgico de suas atividades terapéuticas,
agregado ao papel de ndcleo oleoso (FREITAS et al., 2006; CHOI et al., 2009; KHOEE;
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HOSSAINZADEH, 2010; ZULFAKAR et al., 2010; ESMAEILI et al., 2011; RIGO et al.,
2011; SANTOS et al., 2014; WEBER et al., 2015).

O desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas contendo 6leos vegetais possui como
vantagem a possibilidade destes sistemas em estabilizar seus componentes e/ou substancias
ativas, como foi verificado para a benzofenona-3 utilizando os 6leos de semente de uva e
améndoas (ALMEIDA et al., 2009).

Dentre as vias de administracdo destes nanocarreadores, a aplicacdo tdpica €
desafiante na area farmacéutica, e a passagem do farmaco pelo estrato corneo caracteriza uma
das etapas importantes a ser investigada. Desta forma, as nanoparticulas obtidas por polimeros
biodegradaveis surgem com o proposito de romper essa barreira e promover uma liberacdo
sustentada/prolongada do ativo, além de diminuir a irritacdo local provocada pelo farmaco e
evitar a absorcdo sistémica através da pele, caracteristicas principais de sua utilizacdo
(GUTERRES et al., 1995; MARCHIORI et al., 2010; NEMEM; LEMOS-SENA, 2011).

A utilizacdo das nanoparticulas poliméricas como forma alternativa no tratamento de
doencas topicas tem como vantagens a modulacéo da absorcao transdérmica, a capacidade de
adesividade do produto e a liberacdo homogénea devido a grande area superficial dos sistemas
nanomeétricos. Ainda, para formulagdes de uso tdpico, essas proporcionam protecdo a area
exposta frente a toxicidade, o que se deve ao fato de haver um menor contato do farmaco com
a regido afetada (BOUCHEMAL et al., 2004; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).
Além disso, a inclusdo destes nanocarreadores em bases semissolidas (géis ou emulsdes)
demonstra outros beneficios relacionados a aplicacdo na pele. As formulacbes semissolidas
podem ter viscosidade controlada, devido a modificacdo de suas propriedades reoldgicas, o
que influencia na espalhabilidade do produto sob a pele (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).

O desenvolvimento de hidrogéis contendo nanocarreadores € descrito na literatura e
tem demonstrado resultados satisfatorios quando comparados com a formulacdo contendo a
substancia ndo associada ao nanossistema. Dentre os polimeros utilizados como formadores
de gel nesses estudos tém-se: Aristoflex® AVC (SAVIAN, 2012; HARTER, 2013);
Carbopol® 940 (MILAO; KNORST; GUTERRES, 2003; ALVES; POHLMANN;
GUTERRES, 2005; ALVES et al., 2007); Carbopol® Ultrez 10 NF (MARCHIORI et al.,
2010; OURIQUE et al., 2011; FONTANA et al., 2011; SCHIAVO, 2014; FLORES et al.,
2014); Carbopol® 981 NF (SHAH et al., 2012); Pluronic® F127 (DESAI; BLANCHARD,
2000; MIYAZAKI; TAKAHASHI; KUBO, 2003) e Natrosol® 250M (LUENGO et al., 2006;
SCHIAVO, 2014) e Hidroxipropilmetilcelulose (BATHEJA et al., 2011).
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3.4.2 Desidratacdo de nanoparticulas

A estabilidade das nanoparticulas em meio aquoso € limitada e a conversao destas em
materiais desidratados tem possibilitado contornar este entrave. Além disso, os produtos secos
obtidos podem ser convertidos em outras formas farmacéuticas, como comprimidos, capsulas,
preparacdes semissolidas, entre outras (BECK et al., 2012). Em meio aos métodos utilizados
para este fim, podem ser citados a liofilizacdo (AUVILLAIN et al., 1989; DE
CHASTEIGNER et al., 1995; SCHAFFAZICK et al., 2003b; ABDELWAHED et al., 2006a;
ABDELWAHED et al., 2006b; HIRSJARVI; PELTONEN; HIRVONEN, 2009) e a secagem
por aspersdo (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2006;
TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2006; GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009;
BECK et al., 2012).

A secagem por aspersao ou spray-drying € uma técnica usualmente empregada para a
desidratacdo de suspensdes de nanoparticulas. Este método é largamente empregado na area
farmacéutica e apresenta como vantagens a rapidez na preparacdo, maior facilidade de
transposicao de escala e a possibilidade de aplicacio para substancias termossensiveis (RE,
2006; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Além disso, é um processo rapido e de baixo
custo, no qual s&o obtidos produtos secos com baixos teores de umidade e, consequentemente,
com um longo periodo de vida util em prateleira (SHABDE; HOO, 2006; TEWA-TAGNE;
BRIACON; FESSI, 2007; GHARSALLAOQUI et al., 2007; BECK, et al., 2012). Entretanto,
possui como desvantagens a necessidade de grandes volumes de formulagdo, emprego de altas
temperaturas, além da perda de rendimento devido a adesdo do pé na torre de secagem
(VICENT etal., 2012).

A liofilizacdo, também conhecida como freeze-drying, € um processo que consiste na
remocdo da agua de uma amostra congelada por sublimagéo e dessor¢do sob vacuo. O ciclo
da liofilizagcdo pode ser dividido em trés etapas: congelamento (solidificacdo da amostra),
secagem priméaria (sublimacdo de gelo) e a secagem secundéria (dessor¢do da agua
descongelada) (ABDELWAHED et al., 2006a).

Esse procedimento é muito utilizado para a desidratacdo de nanoparticulas, no entanto,
essa técnica pode gerar varias tensfes durante o congelamento e a desidratacdo. Deste modo,
crioprotetores sdo geralmente adicionados a formulacdo para proteger as nanoparticulas das
condi¢bes que podem ocasionar estas tensfes, e, também, para aumentar a estabilidade das
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formulacGes durante o armazenamento (CHACON et al.,, 1999; ABDELWAHED et al.,
2006a, KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007).

Usualmente, os crioprotetores mais utilizados sdo os carboidratos, sendo 0s mono e
dissacarideos os mais efetivos quanto ao predominio das caracteristicas iniciais da
formulacdo, principalmente em relagcdo a manutencdo do tamanho de particula da suspenséo
original. Por proporcionarem uma alta temperatura de transigdo vitrea, o efeito desses
acucares como crioprotetores € conferido a formacdo de uma matriz com caracteristicas
amorfas, que acabam protegendo quanto as tensGes mecanicas dos cristais de gelo e
promovem um espagamento, evitando a agregacdo das particulas durante o congelamento,
possibilitando ao produto final a sua féacil redispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003b,
ABDELWAHED et al., 2006a; KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007). Do mesmo modo,
uma distribuicdo mais homogénea do crioprotetor e das nanoparticulas com o farmaco
conduzem a pos mais redispersaveis (CHUNG; LEE; LEE, 2012).

A trealose é um acucar classificado como dissacarideo e apresenta elevada
solubilidade em agua, consequentemente, com maior capacidade de redispersdo aquosa, 0 que
é importante para a permanéncia das caracteristicas iniciais das formulac@es originais (JAIN;
ROY, 2009). Além disso, apresenta alta temperatura de transicdo vitrea (~117 °C),
contribuindo de forma significativa para as propriedades de estabilizacdo das formulagcfes
(BHARDWAJ; SURYANARAYANAN, 2012). E um crioprotetor usualmente utilizado na
desidratacdo de nanoparticulas poliméricas (CHACON et al., 1999; JAEGHER et al., 1999;
SAEZ et al., 2000; KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002; KAMIYA et al., 2006;
HIRSJARVI et al., 2009). Dentre os primeiros estudos pode-se mencionar o realizado por
Auvillain e colaboradores (1989) na preparacdo de produtos secos a partir de nanocéapsulas de
PCL utilizando a trealose na proporcao de 30 % (m/v). Esta concentracdo foi necessaria para
preservar a integridade das nanocapsulas durante o processo de congelamento e desidratacao.
Além disso, o congelamento de forma répida e a temperatura de fusdo do 6leo encapsulado
contribuiram para uma boa liofilizacéo.

De acordo com a literatura (Tabela 1), varios estudos demonstram a tentativa de
secagem das nanodispersdes coloidais. A utilizacdo de diferentes crioprotetores em cada
trabalho mostra a dificuldade de sucesso na liofilizacdo de tais vetores. Micro e nanoesferas,

nanocéapsulas e lipossomas tem sido estudados.
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Tabela 1- FormulagGes submetidas a liofilizagdo

Crioprotetores

Vetor

Congelamento

Referéncia

Glicose, trealose,
manitol,sorbitol

Microesfera e
nanoparticula
encapsuladas ou néo
com ciclosporina

-196 °C por 15 min,
-70°C por 72 h

CHACON et al,
1999

Sacarose,glicose, Nanocapsulas -45°C por 2 h ABDELWAHED et

hidroxipropil 8 al., 2006b

ciclodextrina,PVP,

manitol e manitol +

NaCl

Aerosil 200® Nanocépsulas e -20°C SCHAFFAZICK et
nanoesferas de al., 2003b
diclofenaco

Trealose, lactose, Nanoesferas -60 °C por 10 min KONAN; GURNY;

glicose, manitol esterilizadas por ALLERMANN,
filtro 0,22 um 2002

Glicose, sacarose, Nanoesferas com -45°C na prateleira ~ SAEZ et al., 2000

trealose, lactose, ciclosporina. do aparelho

manitol, dextrano,
gelatina, sorbitol

Sacarose, manitol,
trealose,
lactose,sorbitol,
glicose,dextrano
70000,gelatina e
PVP

Nanoesferas obtidas
por emulsificacdo-
difusdo

-55 °C por 10 min
-196 °C por 90 s

QUINTANAR-
GUERRERO et al.,
1998

Glicose, Nanoesferas obtidas  -60 °C por 3 h DE CHASTEIGNER
sacarose,trealose, por nanoprecipitacédo etal., 1996
dextrano,manitol

Maltose, Lipossomas de -70 °C JOSHI; MISRA,
lactose,sacarose budesonida 2001

Trealose , sacarose, Nanoparticulas de -40 °C por 240 min HIRSJARVI,
lactose, glicose, PLA PELTONEN;

polaxamer 188,
lactose + glicose,
lactose +polaxamer,
glicose +polaxamer

HIRVONEN, 2009)

Sacarose e PVP

Nanocapsulas de
PCL

-45 °C por 2 h

ABDELWAHED et
al., 2006d

Sacarose

Nanoparticulas de
PLGA
(Nanoprecipitagdo
modificada)

N&o mencionado

YADAV; SAWANT,
2010

Solucdo de gelatina

Nanocapsulas de
PCL

-15°C
-20°C
-40 °C

NAKAGAWA et. al,
2011
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Crioprotetores

Vetor

Congelamento

Referéncia

PVP, sacarose,
manitol e glicose

Nanocépsulas de
vitamina E

-45 °C por 120 min

KHAYATA et. al.,
2012

Sacarose, maltose, Nanoparticulas -35°Cpor24h KAMIYA et. al.,

trealose, glicose e lipidicas contendo 2006

galactose griseofulvina

Trealose Nanoparticulas -55 °C por 10 min JAEGHERE et.al.,
1999

Trealose, Nanoparticulas de N&o mencionado SWARNAKAR et

dextrose,manitol e PLGA contendo al., 2011

Sacarose

coenzima Q10

Manitol, sacarose e

Nanoparticulas de

N&do mencionado

DADPARVAR et al.,

trealose albumina HI-6 2014

Como a trealose foi o crioprotetor de escolha deste trabalho, verificou-se alguns
estudos realizados e a concentracdo utilizada. Jaeghere e colaboradores (1999) desenvolveram
nanoparticulas de PLA-PEO e observaram que a liofilizagdo sem crioprotetor resultava em
aglomeracdo de particulas, obtendo um alto indice de ressuspensdo; no entanto, quando
empregaram a razdo 1/1 [trealose (g)/nanoparticulas (g)] observaram que entre as 10
amostras, a maioria recuperou o tamanho de particula inicial, sendo que, para as trés amostras
gue possuiam maior concentracdo de PEO foi necessario usar a razdo de 2,5/1. Chacon e
colaboradores (1999)

experimentais descritas na tabela 1, porém ndo conseguiram obter nanoparticulas com o

liofilizaram nanoparticulas e microesferas sob as condigdes

mesmo tamanho de particula que a suspensao original. Ja, as microesferas foram liofilizadas
com sucesso, sendo que, microesferas carreadas com ciclosporina A foram estaveis sob a
forma liofilizada se congeladas a -70 °C com 5% de crioprotetores (glicose, trealose, manitol,
sorbitol). Saez e colaboradores (2000) realizaram a liofilizacdo de nanoesferas de PCL com
varios tipos de crioprotetores em diferentes concentragdes (5, 10, 20 e 30%) e os melhores
resultados foram com a utilizacdo de 20% de glicose e de sacarose. Konan e colaboradores
(2002) avaliaram a utilizacdo de diferentes razdes de crioprotetor: nanoparticulas 0,15; 0,25;
0,5; 1 e 2 para 1 e observaram que as maiores concentracdes de crioprotetor (trealose, lactose,
glicose, manitol) foram melhores, a partir da razdo 0,5:1 obtendo um bom indice de
ressuspensdo em agua. Kamiya e colaboradores (2006) obtiveram produtos desidratados a
partir de nanoparticulas lipidicas contendo griseofulvina, utilizando crioprotetores como a
sacarose, a maltose e a trealose a 5 % (m/v), com o intuito de aumentar sua estabilidade. Os

pos liofilizados apresentaram tamanho de 55 a 65 nm, semelhantes as formulacGes originais
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(45 a 50 nm), adequada redispersdao em &gua e estaveis por um periodo de 6 meses a 25°C.
Hirsjarvi e colaboradores (2009) empregaram a liofilizacdo como método de desidratacdo de
nanoparticulas de PLA preparadas por nanoprecipitacdo e os melhores crioprotetores foram a
trealose e a sacarose nas concentracdes de 2 e 5% (m/v). Swarnakar e colaboradores (2011)
utilizaram 5% (p/v) de trealose, sendo que o melhor indice de ressuspensdo e valores
satisfatorios (tamanho de particula, Pdl e teor de substancia) durante a estabilidade de 6 meses
foram encontrados com esse crioprotetor. Em outro estudo, Dadparvar e colaboradores (2014)
empregaram diferentes concentracdes de trealose (1%, 2% e 3% p/v) e a formulacdo de
escolha para o teste de estabilidade foi na concentragdo de 3%, a qual foi armazenada em
diferentes temperaturas (-20 °C, 4 °C, 20 °C e 40 °C) durante 3 meses. Na temperatura de -20
°C, ndo ocorreu degradacao significativa em relacdo ao teor e na analise do tamanho de

particulas, também nao diferiu em -20 °C , assim como, em 4 e 20 °C.



CAPITULO 1: Betamethasone-loaded lipid-core nanocapsules and its

lyophilized product: characterization and release study
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ABSTRACT

Context: The lipid-core nanocapsules have an oily core they can be used as lipophilic drugs
and with combined vegetable oils to get synergistic action. Several advantages with the use of
vegetable products have attracted researchers’ attention, such as the improvement of the
pharmacological and therapeutic activities, which can provide their topical application.
Objective: This study aimed to prepare and characterize lipid-core nanocapsules containing
betamethasone dipropionate and borage oil and its lyophilized products. Furthermore,
evaluate in vitro drug release.

Methods: Formulations with and without the drug were prepared by the interfacial deposition
of preformed polymer. Suspensions were characterized relative to mean particle size, zeta
potential, pH, drug content, encapsulation efficiency, viscosity, nanocrystals test and drug
distribution in lipid-core nanocapsules. The redispersed powders were evaluated relative to
mean particle size, yield, resuspension index, morphological, drug content and distribution of
particle size. In addition, in vitro drug release studies were carried out using the dialysis bag
method for suspensions and redispersed powders.

Results and Discussion: Lipid-core nanocapsules presented nanometric size particles (185-
210 nm), polydispersity index below 0.10, negative zeta potential, pH slightly acid (6.0-6.5),
constant viscosity, absence of nanocrystals and majority drug distribution in the core.
Moreover, the drug content was close theoretical concentration (0.25 + 0.01 mg mL™ of
betamethasone), and the encapsulation efficiency was approximately 100%. Relative to
lyophilization, dehydrated products showed nanometric mean size particles (190-250 nm),
polydispersity index below 0.35, resuspension index (1.0-1.2), yield around 93% and
betamethasone concentration close theoretical concentration. The betamethasone dipropionate
release profile from nanocapsules and redispersed powders followed monoexponential model
and showed controlled release.

Conclusion: The lipid-core nanocapsules and their lyophilized product showed appropriate
physical and chemical characteristics, showing that association of BO and BD can be
promising to incorporate at semisolid formulations for drug topical delivery.

Key words: Nanocapsules, betamethasone dipropionate, borage oil, freeze-drying.
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1 INTRODUCTION

Development at nanoscale biodegradable delivery systems has been of great interest in
recent years because these vehicles are capable to control the release of drugs. It is assumed
that the nanocarriers obtain a higher effect with minimal toxicity due to the drug controlled
delivery to the target site and to the decrease in its systemic distribution, as well as to protect
the encapsulated drugs from in vivo early metabolization and elimination, improving their
pharmacokinetic profile’”.

Among these nanocarriers, stands out polymeric nanoparticles that can significantly
alter the drug pharmacokinetics and body distribution. While the free drug distribution occurs
at all tissues and organs, the encapsulated drug distribution is imparted by the characteristics
of the carrier’®°. Polymeric nanoparticles are colloidal systems that have received more
attention due to their potential use as drug carriers® and their ability in controlling the
encapsulated drugs release” ™.

Nanocapsules are vesicular carriers of oily or aqueous core constitution surrounded by
a polymeric wall®. Recently, a new type of nanocapsules have been developed, named lipid-
core nanocapsules* in which the lipid-core is a mixed oil and a solid lipid (sorbitan
monostearate) surrounded by a polymeric membrane such as poly(e-caprolactone) an aliphatic
polyester*?®.

Additionally, their small size facilitates their dermatological products formulation and
enables comfortable skin application'’. However, long-term or inappropriate glucocorticoids
use is known to cause a variety of adverse events such as skin atrophy, rosacea and epithelial
barrier dysfunction at the application site'®. Betamethasone dipropionate (BD) is a highly
potent glucocorticoid receptor agonist that has immunosuppressive, anti-inflammatory, and
anti-proliferative effects. Exercise its action by inhibition of the phospholipase A2 which
leads to the inhibition of arachidonic acid synthesis and controls the prostaglandins and
leukotrienes biosynthesis. However, the BD clinical limitation has poor permeability through
skin which reduces its therapeutic effectiveness at the target site'®. Furthermore, the
impurities presence from its synthesis process or from exposure to acidic or alkaline
conditions can generate degradation products, compromising their use®.

Vegetable oils are also used in the nanocarriers development for topical application, as
demonstrated by some authors™**#2 Borage oil (BO), obtained from the seeds of Borago

officinalis L., when used alone or in combination with drugs, has shown to be satisfactory for
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the treatment of skin diseases as atopic dermatites and psoriasis®*®’. Moreover, it has been
noted for its emollient and anti-inflammatory effects, especially by containing high levels of
the -6 series essential fatty acid that are important in skin structure and function®3!,

These carriers are obtained in aqueous suspensions form, being susceptible to physical
and chemical instability, microbial contamination and hydrolysis of the polymer due to
storage®2. The conversion of the systems in dehydrated materials has enabled overcome these
disadvantages. In addition, the dried products obtained can be converted into other
pharmaceutical ways such as tablets, capsules, semisolid preparations, among others®,
Among the dry processes, lyophilization allows obtaining systems with high yield and low
thermal stress®.

In this context, the aim of this study was to develop redispersible powders using
lyophilization as the drying method from the lipid-core nanocapsules containing
betamethasone dipropionate and borage oil with a concentration adapted from formulations
developed by Weber and colleagues®™®. Because the suspensions had low stability time and
little control release. Furthermore, evaluate the physical and chemical characteristics and the

profile of in vitro drug release.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Material

Betamethasone dipropionate (BD) was obtained from Valdequimica Chemicals Ltda.
(Séo Paulo, Brazil); borage oil (BO) was purchased from Mundo dos 6leos (Brasilia, DF,
Brazil); poly(e-caprolactone) - PCL (Mn = 70000-90000) and sorbitan monostearate (Span®
60) were purchased from Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brazil); polysorbate 80 (Tween® 80) was
obtained from Delaware (Porto Alegre, Brazil); trehalose (Hayashibara, Japan) was kindly
provided by Tovani Benzaquen Repr. Ltda (S&o Paulo, Brazil); acetonitrile and methanol
were obtained from chromatographic grade Tedia (Sdo Paulo, Brazil). Other solvents and

reagents were analytical or pharmaceutical grade, used as received.
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2.2 Preparation and physicochemical characterization of lipid-core nanocapsule

suspensions

2.2.1 Preparation of lipid-core nanocapsules

Nanocapsules were developed by Weber et al.*®

and adapted to a different
concentration of drug. The lipid-core nanocapsules (BD-NCpg) were prepared in triplicate by
interfacial deposition of preformed polymer'?. The organic phase composed of sorbitan
monostearate (0.191g), PCL (0.5 g), BO (0.916 g), BD (0.016 g) and acetone (265 mL) was
heated for one hour at a 40 °C temperature in order to dissolve the components. The organic
phase was injected, under stirring, into the aqueous phase consisting of Tween® 80 (0.383 g)
and water (265 mL). Stirring was maintained for 10 minutes after the formulation was
concentrated in a rotary evaporator (40 ° C) to eliminate the organic solvent, adjusting the
betamethasone concentration (0.25 mg.ml™) and the final volume (50 mL). Formulations
without the drug (NCog) were also prepared and evaluated. After preparation, formulations
were stored in amber glass flasks at room temperature and light protected. The formulations

will be analyzed immediately after preparation.

2.2.2 Physicochemical characterization of nanocapsule suspensions

Particle size and the polydispersity index (Pdl) were determined at 25 °C by photon
correlation spectroscopy (PCS) (Zetasizer® Nano series, ZEN 3600, Malvern Instruments,
UK) after, the previous samples were ultrapure water diluted at a 1: 500 (v/v) ratio. The zeta
potential values were estimated on the basis of electrophoretic mobility on the same
equipment at 25 °C, after dilution of the samples in a 10 mM NaCl aqueous solution. The pH
was determinated directly in the suspensions, using a potentiometer calibrated (Seven Easy,
Mettler Toledo, Brazil) with buffer solutions pH 4.0 and 7.0.

The drug content was determined by high performance liquid chromatography
(HPLC), according to previously methodology validated by our research group®®, using an
Agilent Technologies, 1260 Infinity (Germany) chromatograph. The mobile phase was
formed by mixing acetonitrile:water (65:35, v/v); isocratic flow 1.0 mL min™ and detection at
254 nm; Gemini® C18 column (150 mm x 4.6 mm, 5 pm, Phenomenex, Torrance, USA) and
same manufacturer precolumn (4.0 x 2.0 mm, 5 pum). Injection volume was 20 pL. The
chromatographic conditions followed the recommendations of the British Pharmacopoeia®
and the method was validated following the specific parameters, linearity (5 — 40 pg mL™),

precision and accuracy®®**’. For drug extraction, an aliquot of the nanocapsules (800 pL) was
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diluted with methanol (obtaining a 20 pg mL™ betamethasone concentration) and subjected to
sonication and centrifugation. After this, the solution was filtered through nylon membrane
(0.45 pm) and injected in the chromatograph.

The encapsulation efficiency was determined by centrifugation-ultrafiltration
technique (AMICON 10,000 MW Ultra, Millipore, Bedford, USA). An aliquot of
nanocapsules (400 pL) was used, submitting to centrifugation-ultrafiltration at 2200 xG for 10
min. The ultrafiltrate was injected into the HPLC to determine the free betamethasone and
calculated encapsulation efficiency through difference between total drug concentration and
the concentration in the ultrafiltrate (free concentration).

Rheological analysis of the suspensions (NCog and BD-NCog) were performed using a
rotational viscometer (LVDV-Il1+ PRO Digital Viscosimeter, Brookfield Instruments, UK),
equipped with a ULA apparatus. All analyses were carried out at 25 £ 1 °C, in triplicate.

In order to verify nanocrystals presence, aliquots of the lipid-core nanocapsules (BD-
NCog), in triplicate, were placed at an eppendorf and kept resting. After, only the supernatant
was collected to determine the total content of betamethasone every seven days by HPLC,

during 30 days.
2.3 Lipid-core nanocapsule drug distribution

Nanocapsules containing drug were diluted to different ratios and subjected to
centrifugation-ultrafiltration. The ultrafiltrate was HPLC analyzed, following the algorithm
proposed by Oliveira et al.*® for further classification. The physical-chemical parameter value
to predict the distribution type is log D.

2.4 Preparation and characterization of dehydrated products

The BD-loaded lipid-core nanocapsules containing borage oil, after preparation, were
mixed with trehalose (10%, w/v) as cryoprotector under magnetic stirring for 20 minutes.
Initially, the samples were submitted to 24 h freezing at a -20 + 2 °C temperature. After,
dehydrated in lyophilizer (LIOTOP L 101, Liobras, S&o Paulo, Brazil) according the
following conditions: -55 £ 5 °C initial temperature process, vacuum pressure lower than 500
uHg and 48 h lyophilization time, obtaining the powders (L-BD-NCpg). Lyophilized products
were prepared in triplicate, packed in amber glass flasks and desiccator stored for further
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characterization. To compare, lyophilized powders obtained from no drug suspensions (L-
NCog) and trehalose water dispersions (T-D) were also prepared and evaluated.

Freeze-drying process yield was calculated by ratio between the experimentally
obtained weight and the sum of all components weight (trehalose and nanostructures),
discounting water content of the suspensions and multiplying result by 100.

The powders were redispersed in ultrapure water for subsequent mean particle size
measurement (Zetasizer Nano series, ZEN 3600, Malvern Instruments, UK). Resuspension
index was also calculated, which is the particle size recovery related to the original
formulation (equation 1).

(1) Resuspension index = Sf / Si

Where Sf is the dried product mean particle diameter after water redispersion, and Si
is the original formulations mean diameter particles.

The dehydrated particles disintegration was evaluated 60 min after its water dispersion
through laser diffraction (Mastersizer® 3000 E, Malvern, UK). Morphological analysis were
performed by scanning electron microscopy (SEM) (Jeol JSM-6360, Tokyo, Japan), after gold
metallization the samples. The particles form and surface were investigated.

Betamethasone content in lyophilized products was HPLC determined. For lyophilized
powder extraction, an aliquot of 0.112 g was weighed, methanol diluted, stirred for 30 min
and centrifuged at 4000 rpm for 5 min. After, volume was completed using same solvent and
an aliquot of the sample was filtered through nylon membrane (0.45 pm) and injected into the

chromatograph.

2.5 Evaluation of in vitro release profile of BD from lipid-core nanocapsules and

lyophilized powder

In vitro drug release profiles from BD-NCog, L-BD-NCog and BD-S (solution of BD
in methanol) were evaluated (n = 3) by the dialysis bag method, using water:ethanol (70: 30
v/v) as medium, at 35°C,*® maintaining sink conditions. The dialysis bag (MWCO = 12,000
Da, Sigma-Aldrich Corporation, MO, EUA), containing 1 mL of the sample (0.25 mg mL™)
was placed into a 250 mL erlenmeyer containing 150 mL of dissolution medium under
constant moderate stirring. One milliliter of the external medium was withdrawn from the
system at predetermined time interval, replaced by same volume of fresh medium, and filtered

through a 0.45 um nylon membrane. BD samples were assayed by HPLC according to
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validated method™. The method specificity was confirmed by the peaks absence at the
chromatogram obtained with release medium. The method was linear (0.1 to 20.0 pg mL™; y
= 1E+06x + 173009; r = 0.9999) and precise according to the employed analytical conditions.
In order to obtain better understanding on the influence of polymeric material type at
nanocapsules BD release behavior, was used a mathematical modeling (MicroMath®
Scientist® for Windows™) to analyze the drug release profiles®, using the following models:
zero order, monoexponential, biexponential and Power Law. Appropriate model was chosen
based on the best correlation coefficient (r), the largest selection criterious (MSC) and better

graphical configuration.
2.6 Statistical analysis

Results were expressed as mean * standard deviation (SD). Experimental data were
analyzed for statistical significance by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by

Tukey's test, at a significance 5% level.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The aqueous colloidal suspensions presented a macroscopic homogeneous appearance,
similar to a milky bluish opalescent liquid (Tyndall effect), characteristic of colloidal

21,40

systems~™". Physicochemical characteristics of the formulations after preparation are

presented in Table 1.

Table 1 - Physicochemical characteristics of BD-loaded lipid-core nanocapsules containing
borage oil (BD-NCos — 0.25 mg mL™ of betamethasone) and lipid-core nanocapsules without
the drug (NCog)

Formulation Particle size  Polydispersity Zeta potential pH
(nm) index (mV)
NCos 198 + 10° 0.07 £ 0.04 -9.49 +1.16° 6.29 + 0.15°
BD-NCog 197 + 05° 0.08 +0.01° - 8.60 + 1.34° 6.35+0.18

® The data showed are the mean * standard deviation (n = 3). Means with the same letter are not significantly
different (ANOVA).
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All formulations showed mean particle size on nanometric range and polydispersity
index below 0.10 indicating adequate system homogeneity. These values found using the
same method for the preparation and particle size are in agreement with previous studies'®*""
*_ The negative zeta potential values are a consequence of the polymer chemical nature, the
stabilizing agent chemical nature and the medium pH®. These results are consistent with other
studies at literature for prepared nanocapsules with PCL and polysorbate 80'°****. Regarding
the betamethasone content, the formulation presented next theoretical value (0.25 + 0.01 mg
mL™), the encapsulation efficiency was approximately 100% and showed slightly acid pH.
The acidic pH values could be explained by the presence of terminal carboxylic groups in the
polymeric chains (PCL) and the oil presence, consisting on fatty acids. Furthermore, the BD
incorporation did not decrease pH, the opposite was observed for Weber et al.'. In addition,
the particle size, polydispersity index, zeta potential and pH were not influenced by the
presence of the drug in the formulations (p>0.05), as can be seen comparing the results
obtained at both formulations.

To determine the drug content in the suspensions and lyophilized products, the
analytical method was validated with certain modifications relative to Weber et al.’®. The
method specificity was confirmed by the specific peak purity (peak purity index = 1.000), and
no additional peaks in the chromatogram were obtained with at the solution prepared with
blank nanocapsules (without the drug — NCqg). The analytical method was linear in the
concentration range 5 to 40 pg mL™ (542552x + y = 186470; r= 0.9999). Through statistical
analysis, significant regression was found (Fcaicutated= 44004.6079 > Fiapulaes = 4.96) and no
linearity deviation (Fcaiculado = 0.9864 <Fiapuiated = 3.71). The method is accurate (DPR = 1.26%
and 0.94% for repeatability of the suspensions and lyophilized, respectively), and accurate
(recovery = 99.90% + 1.00) in accordance with the analytical conditions used; the drug
retention time was 5.4 minutes. Betamethasone content of lipid-core nanocapsules and
lyophilized products was near the theoretical value (0.25 + 0.01mg. mL™ and 1.78 + 0.02
mg/g, respectively), indicating no drug loss during nanocapsules preparation and no
degradation or selective drug loss during the formulations dehydration process.

The colloidal suspensions presented 30 days stability, with similar characteristics as
the evaluated parameters (Fig 1); acid pH (6.10 + 0.11) and only the drug content showed a
decrease to 93%. In Fig 2 can be seen zeta potential values as a time function and seven and
thirty days there was a significant increase in modulus value compared to the initial time, but
this change is not harmful, because zeta potential increase in magnitude is positive indicating

better stability. It should be noted that the average particle size and homogeneity of
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nanometric population are key characteristics of the nanoparticle systems to obtain better
applicability, influencing the nanoparticles stability, as well as influencing the in vivo
distribution, toxicity and drug release capacity at desired site of action*®*’. These results show
that the drug concentration reduction for 0.25 mg mL'1 was favorable, thus increasing the
stability of suspensions because nanostructured systems with same nanocarrier containing
borage oil on the same concentration (2 %) and betamethasone 0.50 mg mL™ developed by
Weber et al.’® had only 15 days stability.
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Figure 1. Graphical representation of mean particle size and polydispersity index (Pdl) of the

BD-loaded lipid-core nanocapsules storage during 30 days, at room temperature.
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Figure 2. Graphical representation of the BD-loaded lipid-core nanocapsules zeta potential
during 30 days storage, at room temperature.
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At same time analysis of colloidal suspensions stability (30 days), aliquots were
evaluated for the presence of nanocrystals. According to results, not statistically significant
differences were observed for the content. From these results and knowing the logarithm of
the drug octanol-water distribution coefficient (log D = 3.67), we can infer that the BD-loaded
lipid-core nanocapsules are 1V and / or VI type, for his log D is similar to diclofenac and
indomethacin ethyl ester. Further, 1V and VI types are models of lipophilic drugs mainly
colloid encapsulated. The difference between IV and VI types is that the drug is more
concentrated at the pseudo-phase interface or at the core, respectively®®. To confirm this
result, the ultrafiltration-centrifugation test was performed, and the content of betamethasone
was determined by HPLC. The results obtained in this study showed that the nanocapsules are
VI type, showing that most of drug is in the core and, corroborating with the test, showed the
absence of nanocrystals.

The formulations viscosity was evaluated, obtaining: 1.15 + 0.005 mPa.s™ and 1.14 +
0.004 mPa.s™ for the BD-NCog and NCog, respectively. Fig 3 shows the rheological behavior
of both formulations that presented Newtonian behavior, which is characterized by constant
viscosity independent of shear rate*® and linear relation between shear stress and shear rate.
This rheological behavior is in agreement with other nanostructured suspensions described in

the literature®>2,
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Figure 3. Rheogram of lipid-core nanocapsules (A) BD-NCog € (B) NCog.

When nanoparticles pass through the lyophilization process, its size, after water
resuspension, can be changed, especially in the cryoprotectants absence, therefore, the
analysis of the mean particle size of these samples is important to observe if this characteristic
is maintained during the process®***. The mean particle size was analyzed by PCS, through
the powders resuspended in purified water, obtaining values: L-NCog = 222 + 31; L-BD-



62

NCog = 236 + 23 and Pdl = 0.35 £ 0.01 and 0.26 £ 0.01, respectively. There was not change
in the diameter of the resuspended particles in relation to suspensions developed
(resuspension index of 1.12 £ 0.10 and 1.18 + 0.10, respectively). There are literature reports
of studies corroborating that water redispersion of freeze-dried products remained similar

characteristics to the original suspensions>>>®

. To indicate that the particles diameter
presented no significant change during the freeze-drying process, it is necessary that the
calculated resuspension index shows a value near to 1.0. Otherwise, if the value of the
resuspension index was far from the unit, it can be said occurred the formation of particle
aggregates®>°.

Concerning to the yield of the dehydration process, the results obtained were 93% +
0.63 to L-NCog and 92% + 0.34 to L-BD-NCopg, Which is expected in this case. The
betamethasone content in the lyophilized product, after preparation, was 101.31 + 1.19 % and
approximate to the theoretical value (1.78 mg/g). Thus, it is clear that there was not
degradation or selective drug loss during the dehydration process of the formulations. These
values remained for 60 days, obtaining of drug content (1.78 + 0.02 mg/mL).

Morphological analysis of the powders and cryoprotector was performed by SEM, and
the images can be seen in Fig 4. At lyophilized trehalose (Fig 4A) it is possible to observe a
smooth surface with absence of spherical particles in the structure formed by cryoprotective
agent. Otherwise, microphotographs of the lyophilized BD-loaded lipid-core nanocapsules
samples (Fig 4C and 4D) show a clearly rough surface due to the presence of approximately
spherical structures. The nanostructures have typically this shape, and when in contact with
the cryoprotectant on lyophilization process, is normal formation of an amorphous matrix of
the cryoprotectant around the nanoparticles, as already reported in the literature®. Swarnakar
et al.%! used 5% (w/v) trehalose, obtaining a good resuspension index (1.04), satisfactory
particle size, Pdl and drug content resul, and stability during 6 months with this
cryoprotectant. In another study, Dadparvar et al.? have used different concentrations of
trehalose (1%, 2% and 3%, w/v) and presented SEM spherical and uniform shape. The
formulation of choice for stability testing was at a concentration of 3%, been stored in
different temperatures (-20 °C, 4 °C, 20 °C and 40 °C) for 3 months. At -20 °C there was no
significant degradation in relation to the content and the particle size analysis presented no
different at -20 °C as well as at 4 and 20 °C. To compare, was also performed
photomicrographs of the physical mixture powders of trehalose and BD, presenting irregular
edges and shapeless particles (Fig 4B).



63

1aku gea Srm
€ (

€
)
¢ ¢
¢ ¢

18kl Sk

L 1

Figure 4. Images SEM obtained from lyophilized powders (increase of 5000X - bar
corresponds to 5 um). Trehalose (A); Trehalose and BD physical mixture (B), L-BD-NCog (C
and D).

The lyophilized products were evaluated by laser diffraction after been purified water
dispersed in order to verify the nanometric or micrometric particles size presence. The particle
distribution profile of lyophilized products was compared to the nanocapsules suspensions
with and without drug. Obtained results are shown in Fig 5 and 6. The graphics show a
unimodal peak for two samples of particles majority in the nanometer range, which means
that this system can be completely redispersible to achieve nanometric sizes. Furthermore,
span values were close to 1, indicating good homogeneity (NCog: Span = 0.718 + 0.009; L-
NCog: = 1.091 + 0.054 and BD-NCog: Span = 0.723 + 0.012; L-BD-NCog = 1.045 + 0.035.
SEM analysis showed spherical-shaped nanocapsules with similar diameters regarding those

determined by laser diffraction.
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Figure 5. Particle size distribution by laser diffraction of NCop (green line) and L-NCop (red
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Figure 6. Particle size distribution by laser diffraction of BD-NCqg (green line) and L-BD-
NCog (red line).

The release study was performed in dialysis bags diffusion, usual for evaluating drug

release kinetics from nanostructured systems®166263

. In this work, the experiment was
conducted for 24 h for all samples. To ensure the diffusion process over the release study,
maintaining sink condition was observed during all experiment period. The release profiles of
BD from the lipid-core nanocapsule (BD-NCqg) and resuspended powder (L-BD-NCog) were
compared to a methanolic solution (free drug — BD-S).

The results showed that the lipid-core nanocapsules and reconstituted powder
presented a drug controlled release compared to the no associate drug diffusion. The release
profiles were obtained in drug released percentage as a function of time (Fig 7). It can be
observed that the formulations BD-NCqg and L-BD-NCqg had similarly released, and showed
statistically significant differences between 4 and 12 h (p<0.05), but no difference (p>0.05) in

the early times (1 and 2 h) was verified, showing that the cryoprotectant presence not mainly
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influenced the drug release, corroborating with the resuspension index determined by PCS.
Comparing with the free drug, after 24 h, there was a 62% and 73% BD release of BD-NCqg
and L-BD-NCog, respectively, and approximately 100% for the BD-S.
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Figure 7. In vitro BD release profile from methanolic solution (BD-S), lipid-core
nanocapsules (BD-NCog) and resuspended powders (L-BD-NCog) using dialysis bag method
(n=3).

From the mathematical modeling, we determined the BD release profile, being the
monoexponential model (r>0.99) which best describes the drug release from the analyzed
samples. The first order equation (monoexponential) indicates that drug release occurs in a
single stage and there was not a rapid initial release or burst effect. The modeling parameters
are shown in Tab 2. These attainment results suggests that all betamethasone dipropionate
fraction present in nanostructures is possibly confined inside the nanocapsules, corroborating
the results of encapsulation efficiency, which was greater than 99% and the drug distribution

characterized as type VI, in which the drug is mainly in the core of the nanocapsule.
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Table 2. Calculated parameters through the first order model of BD from methanolic solution
(BD-S), lipid-core nanocapsules (BD-NCqg) and resuspended powders (L-BD-NCog)

Monoexponential BD-S BD-NCog L-BD-NCogs
K (h'l) 0.1938 + 0.0065 0.0383 + 0.0025 0.0566 + 0.0057
r 0.9977 + 0.0016 0.9951 + 0.0020 0.9945 + 0.0020
MSC 5.2814 +1.0070 4.2633 + 0.6484 4.0590 + 0.1500

The formulations development in this work allowed a less BD release. This can be
observed from the first collect, with significant difference in the amount of drug released from
the solution regarding to the nanostructured formulations, liquid (BD-NCog) and resuspensed
powder (L-BD NCgog) (p<0.05). The half-lives were calculated and it can be seen that the
nanostructures maintained a slower drug release in relation to free drug (BD-NCopg: t¥2 =
18.13 £ 1.17; L-BD-NCgp: t¥2 = 12.34 + 1.31; BD-S: t%2 = 3.58 + 0.12). Concerning to the
half-lives of nanostructured formulations, BD-NCog showed statistically significant difference
(p<0.05) compared to the L-BD-NCgpg.

The release mechanism was evaluated by Powers Law (Peppas-Korsmeyer), which
establishes, for spherical geometry systems, limit values for the release exponent (n): n = 0.43
indicating Fickian diffusion; 0.43 < n < 0.85 corresponds to anomalous transport, and n>0,85
is associated with transport case 11°. The value obtained for the nanocapsules was 0.84 and
the resuspended powders 0.72, indicating anomalous transport, which means that drug release
is controlled by the polymer chains relaxation followed by diffusion of betamethasone
dipropionate. Besides its higher lipophilic characteristic, PCL has a semi-crystalline structure,
which means it presents more uniform arrangement of the molecules®®. In this case, the drug
faces a larger diffusion resistance through the polymer matrix, taking a slower liberation of
the drug.

1. with the same

Regarding to the same drug release study described by Weber et a
type of nanocarrier, but with higher concentration of betamethasone (0.5 mg mL™) was
observed faster drug release, around 80% in 12 h. When we analyze the mathematical
modeling, both showed monoexponential behavior, but with differences in half-life times.
While the formulation showed 6.83 £ 0.72, our study nearly tripled this value to 18.13 + 1.17.
Thus, the formulations of this study showed better release control, indicating that the drug

concentration can interfere in this parameter.



67

Still, it should be noted that the results of release kinetics obtained in this study

corroborates those reported in the literature, showing the nanocapsules ability in promoting

the release controlled of several drugs*®#3¢%.

4 CONCLUSION

The lipid-core nanocapsules and their lyophilized product showed appropriate physical
and chemical characteristics, showing that association of BO and BD can be considered
promising for drug topical delivery. Both liquid and solid nanosctructures were able to control
BD release, according to monoexponential model. Considering the Korsmeyer-Peppas model,
the betamethasone release mechanism was determined by anomalous transport. Furthermore,
due more stability of lyophilized products, they can be an alternative as intermediate product

to incorporate at semisolid formulations for topical use.
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CAPITULO 2: Desenvolvimento de géis-creme contendo pos liofilizados preparados a
partir de nanocapsulas de dipropionato de betametasona e 6leo de borragem: estudo de
permeacao/penetracdo cutanea e avaliagdo em modelo experimental de dermatite de

contato

2.1 Apresentacgao

A aplicacdo topica de medicamentos tem por objetivo tratar doengas que acometem a
pele, portanto, é essencial que o farmaco fique restrito ao tecido cutaneo evitando que haja
efeitos colaterais sistémicos. Outra caracteristica importante é a eficiéncia da formulacao
dermatoldgica em promover o alcance do farmaco na epiderme e derme para que ocorra 0
efeito terapéutico esperado (GILMAN et al., 2007). Contudo, o estrato corneo atua como uma
barreira frente a penetracdo de farmacos ou substancias, desta maneira, a penetracao cutanea é
um grande desafio no desenvolvimento de formulagbes topicas (SCHAFER-KORTING;
MEHNERT; KORTING, 2007).

Para modular a permeacdo cutdnea, a associacdo de farmacos a sistemas
nanoestruturados surge como uma alternativa que proporcionaria uma liberagdo homogénea e
protegeria a pele do contato imediato com o farmaco (BOUCHEMAL et al., 2004). As
formulacGes semissolidas sao formas farmacéuticas de escolha para a entrega topica de varias
classes de farmacos, pois apresentam vantagens, como a facil aplicacdo, rapida preparacéo
(GUPTA; GARG, 2002). Além disso, quando os nanocarreadores sdo incorporados a essas
formulagGes, proporcionam maior estabilidade aos nanossistemas, podem modificar as
propriedades reoldgicas, controlando a viscosidade, o que influencia na espalhabilidade do
produto sob a pele (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007) e, ainda, promovem maior
conforto ao paciente pela reducdo do numero de aplicacfes (JIMENEZ et al., 2004).

Nesse sentido, no presente capitulo, foi proposta a preparacdo de géis-creme
empregando os pds desenvolvidos no capitulo anterior como produto intermediario. Foram
avaliadas a caracterizacdo fisico-quimica das formulagcdes semissélidas e o estudo de
permeacao/penetracdo através da pele de porco. Além disso, realizou-se o estudo in vivo da

eficcia dos géis-creme, através da inducdo de dermatite de contato.
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RESUMO

Foram desenvolvidas formulagBes semissoélidas do tipo gel-creme, a partir de produtos
secos redispersiveis, obtidos por liofilizacdo, contendo nanocapsulas de nucleo lipidico
preparadas pela associacdo do Oleo de borragem com dipropionato de betametasona.
Formulagdes sem o farmaco, também, foram preparadas e avaliadas para testes comparativos.
Os géis-creme apresentaram valores de pH adequado (6,0-6,5) e teor de fA&rmaco préximo ao
teorico (0,5 mg/g). Os reogramas exibiram comportamento de fluxo ndo Newtoniano,
seguindo o modelo de Herschel-Bulkley (pseudopléstico) e o perfil de espalhabilidade foi
semelhante para as duas formulacfes. O teste in vitro de permeacdo/penetracdo em pele de
porco indicou que o dipropionato de betametasona é capaz de atingir as diferentes camadas da
pele, no entanto, o gel-creme com farmaco néo associado foi detectado no meio receptor. Em
relagdo a eficécia in vivo, 0 modelo de dermatite de contato foi capaz de causar dano tecidual
comprovada pela avaliacdo histopatologica, com alteracdes nas atividades das enzimas do
sistema purinérgico, as quais participam da modulacdo da resposta inflamatoria e dano
oxidativo no figado e rim dos animais. Entre os diferentes tratamentos, 0s géis-creme
contendo o Gleo de borragem e o dipropionato de betametasona nanoestruturados com
tratamento alternado foram os que apresentaram melhor eficacia dermatoldgica, imunoldgica
e reducdo do dano oxidativo nos tecidos avaliados, comprovando a atividade anti-inflamatoria
do farmaco e do 6leo. Além disso, as formulacGes com os ativos na forma livre também foram
benéficas, sendo efetivas na preservacdo do dano, porém, na avaliacdo histologica
apresentaram discretas caracteristicas inflamatorias. O gel-creme contendo o farmaco e o 6leo
nanoencapsulados com tratamento alternado se mostrou promissor, podendo ser utilizado para
o tratamento da dermatite de contato.

Palavras-chave: Dermatite de contato. Dipropionato de betametasona. E-NTPDase. Gel-
creme. Nanocapsulas. Oleo de borragem. Permeacao/penetracdo cutanea. Perfil oxidativo.
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1 INTRODUCAO

A dermatite de contato é uma doenca inflamatoria de pele, comum, que pode ser
induzida pela exposicdo a agentes quimicos de baixo peso molecular, com propriedades pro-
inflamatdrias e antigénicas (BONNEVILLE et al., 2007). E caracterizada por apresentar
eritema pruriginoso intenso, edema, e até mesmo vesiculas nos locais de contato do agente na
pele. A dermatite de contato alérgica é causada por uma resposta de hipersensibilidade do tipo
IV mediada pela resposta imune das células T, através de um mecanismo de infiltracdo e
ativacdo de mondcitos e/ou macrofagos (KAPLAN; IGYARTO; GASPARI, 2012).

Medidas farmacoldgicas frequentemente sdo usadas, como os glicocorticoides
sistémicos ou topicos e anti-histaminicos orais (KAPLAN; IGYARTO; GASPARI, 2012). O
corticosteroide, dipropionato de betametasona, possui acao anti-inflamatdria, vasoconstritora,
antiproliferativa e imunossupressora, sendo empregado no tratamento de doencas de pele
(ROCHA; HORTA; SELORES, 2004). No entanto, a utilizacdo de glicocorticoides topicos
pode ocasionar efeitos adversos, como atrofia da pele, acne esteroide, hipopigmentacéo e até
mesmo a dermatite de contato alérgica (HENGGE et al., 2006; ZOLLER et al., 2008). Com o
objetivo de reduzir os efeitos adversos, a nanotecnologia contribui, pelo reduzido tamanho de
particula dos seus nanossistemas, em melhorar a absorcdo e a concentracdo terapéutica do
farmaco no tecido alvo, permitindo a liberagdo reprodutivel e de longo prazo do farmaco no
local de acdo, reduzindo a frequéncia de administracdo de medicamentos, e melhorar a sua
farmacocinética (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Os sistemas nanoestruturados, muitas vezes, sdo utilizados para o controle da
permeacao/penetracdo cutanea de ativos, em testes in vitro. Em alguns estudos, observaram
que os nanossistemas foram capazes de controlar a permeacdo das susbstancias na pele,
retendo-os até a derme, sendo que os ativos na forma ndo associada foram quantificados no
meio receptor, configurando a passagem para a circulacdo sisttmica (ALVES et al., 2007,
LIU et al., 2007; GILLET et al., 2011; SILVA et al., 2013). No caso, os corticosteroides
topicos estdo associados a efeitos adversos relacionados & absorgéo sistémica (DEL ROSSO;
FRIEDLANDER, 2005; HENGGE, 2006). Devido a isso, existe uma grande necessidade da
descoberta de medicamentos novos e eficazes para o tratamento da dermatite de contato.
Assim como, a utilizacdo de produtos naturais, por serem uma fonte excelente de novas
substancias ativas (VUORELA et al., 2004; KATO, 2010).

A busca pelo emprego de oOleos de origem vegetal em preparagdes farmacéuticas e

cosméticas deve-se as propriedades emolientes, hidratantes, lubrificantes e, em alguns casos,
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aos efeitos terapéuticos (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000). Os 6leos e seus produtos ricos em
acido linoleico (6mega-6), tais como o 6leo de borragem, auxiliam na fungdo da barreira
cutanea da pele e influenciam na resposta inflamatéria (BROSCHE; PLATT, 2000; FOSTER
et al., 2010). O 6leo de borragem, obtido da semente do Borago officinalis L, € conhecido por
apresentar propriedades anti-inflamatoria (FOSTER, et. al., 2010), antioxidante (CONFORTI
et al, 2008), antiespasmddica, anti-hipertensiva, antitérmica, afrodisiaca, emoliente, diurética
e, também, é considerado Util para o tratamento de asma, bronquite, célicas, diarréia,
palpitacdes e doencas renais (GILANI; BASHIR; KHAN, 2007).

Considerando a pele como via de administracdo, a viscosidade do produto final é uma
preocupacdo muito importante. A aplicacdo de formulagdes que apresentam uma viscosidade
adequada é facilitada, além de evitar a perda do produto. Varios estudos recentes tém
produzido veiculos semissolidos contendo nanoparticulas, facilitando algumas limitacdes
relacionadas com a liberacdo cutdnea das suspensdes aquosas de nanoparticulas (ALVES et
al., 2007; FONTANA et al.,, 2011; OURIQUE et al., 2011; SIQUEIRA et al.,, 2011,
BETONNI et al., 2012; CONTRI et al., 2014).

A partir do exposto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver formulacdes
semissdlidas do tipo gel-creme, a partir de produtos secos redispersiveis, obtidos por
liofilizacdo, contendo nanocapsulas de nucleo lipidico preparadas pela associacdo do 6leo de
borragem com dipropionato de betametasona. Além disso, foram avaliados os géis-creme
guanto as caracteristicas fisico-quimicas, permeacdo/penetracdo cutanea, perfil oxidativo, a
atividade da E-ADA e E-NTPDase em linfocitos de modelo experimental de dermatite de

contato.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

O dipropionato de betametasona (DB) foi obtido da Valdequimica Produtos Quimicos
Ltda (Sdo Paulo, Brasil); o éleo de borragem (OB) foi adquirido da empresa Mundo dos
Oleos (Brasilia, DF, Brasil); poli(e-caprolactona) - PCL (Mn = 70.000-90.000) e
monoestearato de sorbitano (Span® 60) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Sdo Paulo,
Brasil); polissorbato 80 (Tween® 80) foi comprado da Delaware (Porto Alegre, Brasil); a
trealose (Hayashibara, Japédo) foi gentilmente fornecida pela Tovani Benzaquen Repr. Ltda

(S&o Paulo, Brasil); o FocusGel® 305 foi obtido por doacéo da Focus Quimica (S&o Paulo,
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Brasil); imidazolidiniluréia (Cheminol 1) adquirido da Fagron (Séo Paulo, Brasil); sulfato de
niquel comprado da Neon Comercial Ltda (S&o Paulo, Brasil); vaselina sélida adquirida da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); acetonitrila e metanol grau cromatografico foram obtidos da
Tedia (Sdo Paulo, Brasil). Os demais solventes e reagentes foram de grau analitico ou

farmacéutico e foram usados como recebidos.

2.2 Preparacdo das nanocapsulas contendo 6leo de borragem e dipropionato de

betametasona e seus respectivos pés desidratados

As nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo 6leo de borragem e dipropionato de
betametasona (DB-NCpg) foram preparadas pelo método de deposicéo interfacial de polimero
pré-formado na concentracdo de 0,25 mg/mL de betametasona e 2% de 6leo de borragem,
como descrito previamente. Apds preparacdo, as amostras foram armazenadas em frascos de
vidro d&mbar e mantidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C). O teor de farmaco foi
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para a preparacdo dos pos
liofilizados, a trealose (10%, m/v) foi misturada com as suspensdes contendo ou ndo o
farmaco (DB-NCog € NCog, respectivamente) sob agitacdo magnética por 20 minutos. A
amostra foi submetida a liofilizacdo em liofilizador (LIOTOP 101, Liobras, Sdo Paulo, Brasil)
para obter os respectivos produtos secos (L-DB-NCog € L-NCpg). O teor de farmaco dos
produtos secos foi obtido por CLAE. As condic¢des detalhadas dos procedimentos e analises

estdo descritas no capitulo 1.
2.3 Preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes semissolidas

2.3.1 Preparacao dos geis-creme

Os géis foram preparados em triplicata com auxilio de gral e pistilo. A base
semissolida do tipo gel-creme foi preparada contendo como polimero espessante liquido e
estabilizante ani6nico poliacrilamida e isoparafina C13-14, alcool laurilico etoxilado 7
(FocusGel® 305) (2 g), imidazolidiniluréia (0,5 g) como conservante e gua ultrapura (g.s.p.
100 g). Nesta base, os produtos secos (28,08 g) foram incorporados, resultando em uma
concentragdo de 0,5 mg/g de betametasona (GCL-DB-NCpg). Formulagdes sem o farmaco
(GCL-NCog) também foram preparadas. Os géis-creme foram acondicionados em frascos
plasticos de parede dupla, armazenados a temperatura ambiente (25 + 2°C) e as analises em

relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas foram realizadas 24 h apds a sua preparacao.



81

2.3.2. Caracterizacdo fisico- quimica dos geis-creme

O pH das formulagdes foi determinado em potencidmetro (Seven Easy, Mettler
Toledo, Brazil) previamente calibrado com solucdes tampéo de 4,0 e 7,0. As amostras foram
diluidas em agua destilada, na concentracédo de 10% (p/p).

A determinacdo do didmetro médio de particulas foi realizada por espectroscopia de
correlacdo de fotons (Zetasizer Nano series, ZEN 3600, Malvern Instruments, UK), ap0s
redispersdo de uma aliquota do gel-creme em agua ultrapura, na propor¢do de 1:500 (m/v) e
filtrada em filtro quantitativo (28 um) para posterior determinacao.

A quantificacdo do farmaco nos géis-creme foi realizada por CLAE, de acordo com as
condicBes experimentais descritas no capitulo 1. Uma aliquota (0,8 g) de cada gel-creme foi
transferida para baldo volumétrico (20 mL) contendo metanol e a extracdo do farmaco foi
realizada por 30 minutos, sob agitacdo magnética. Apds, as amostras foram centrifugadas por
10 minutos e filtradas em membrana de nylon (0,45 pum) para posterior anélise.

A espalhabilidade das formulagfes semissélidas foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Borguetti e Knorst (2006) e modificada por Rigo e colaboradores
(2012). Na qual, uma placa molde circular de vidro foi colocada sobre uma superficie de
vidro. A amostra foi introduzida no orificio (1,0 cm) da placa molde e a superficie foi
nivelada com auxilio de espatula. Cuidadosamente, retirou-se a placa molde e placas de vidro
de peso conhecido foram depositadas, individualmente, sob a amostra em intervalos de um
minuto. Em cada tempo de analise, a imagem obtida foi capturada com auxilio de
digitalizador. O software ImageJ (Versdo 1.47, National Institutes of Health, EUA) foi
utilizado para calcular as areas obtidas a partir das imagens digitalizadas. O fator de
espalhabilidade (Fe) foi calculado, o qual expressa a capacidade de expansdo de uma
formulacdo em uma superficie plana quando um grama de peso é adicionado sobre a mesma
(equacdo abaixo). As andlises foram realizadas em triplicata, a temperatura ambiente.

Fe=A/P
Onde:
FE (mm?/g) = fator de espalhabilidade
A = area maxima de espalhabilidade

P = peso total adicionado

As formulagdes foram avaliadas em relacdo as suas propriedades reolégicas com o
auxilio de viscosimetro rotacional Brookfield modelo LVDVII+ Pro (Middleborough, Estados
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Unidos), com adaptador para pequenas amostras e sensor de cisalnamento SC4-25, acoplado a
um banho de agua termostatizado circular para controle da temperatura em 25 £+ 1 °C. Cinco
pontos diferentes foram registrados (0,044 a 0,22 s™), em intervalos de dois minutos. Os
resultados foram analisados com auxilio do software Rheocalc (V3.1-1 versdo, Brookfield
Instruments, UK), a fim de estabelecer o comportamento de fluxo das formulagdes, de acordo
com o0s seguintes modelos: Bingham (t = t + 1y), Casson (t = 10°° + n%*y*®), Ostwald (t =
ky") e Herschel-Bulkley (t = to + ny"), onde 1 ¢ a tensdo de cisalhamento, 1o ¢ a tensdo de
cisalhamento limite, n é a viscosidade, k ¢ o indice de consisténcia, n € o indice de fluxo e y €

a velocidade de cisalhamento.

2.4 Avaliacdo da permeacao/penetracdo cutanea in vitro do farmaco a partir dos géis-

creme

O estudo da permeacéo/penetracao do farmaco foi realizado através da pele abdominal
de porco doado de abatedouro local (Santo Angelo/ Brasil), empregando célula de difuséo do
tipo de Franz. Os pelos foram delicadamente cortados com auxilio de tesoura e a pele foi
lavada com &gua destilada fria e seca com papel macio. A espessura total da pele foi medida
(1,48 + 0,09 mm), cortada em circulos adequados de acordo com o tamanho do
compartimento da célula e posteriormente armazenada em freezer a -20 °C até 0 momento do
uso. As células de Franz usadas possuiam um diametro de superficie de 1,77 cm e uma
capacidade de sete mL. O fluido receptor foi composto de agua:etanol (70:30), o qual foi
escolhido de acordo com a solubilidade do dipropionato de betametasona. Para comparacao,
um creme-gel contendo o DB nédo associado ao nanocarreador (GCog-DB) foi, também,
preparado. Uma aliquota de 500 mg de cada formulagdo (GCL-DB-NCog € GCog-DB) foi
aplicada na superficie da pele. As células (n = 9/formulacdo) foram mantidas em agitacdo
continua do fluido receptor por 8 h em banho de 4gua com termostato a temperatura de 32 +
0,5 °C. Apos este periodo, a quantidade de formulacdo em excesso foi removida e a
distribuicdo do DB na pele foi avaliada. A concentracdo do farmaco nas diferentes camadas
da pele e no compartimento receptor foi determinada por CLAE segundo condigOes
cromatograficas validadas durante o estudo.

O estrato corneo foi removido da epiderme vidvel a partir de 18 sucessivas retiradas
com fita adesiva (tape stripping) e a epiderme viavel foi separada da derme por aquecimento
da pele a 60 °C em banho de agua, por 1 minuto. O farmaco foi extraido das camadas da pele

com acetonitrila, agitacdo em vartex por 2 min, seguido por 15 min de ultrassom.
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2.5 Avaliacao da eficécia in vivo

2.5.1 Animais

Para o ensaio foram utilizados 40 ratos Wistar fémeas, convencionais e heterogénicos
(200-250g), com idade média de seis semanas, separados em oito grupos de cinco animais
cada. Os animais foram mantidos em ciclos de claro/escuro natural de 12 h e em sala com
controle de temperatura de 20-25 °C, com agua e racdo padrdo Ad libitum, oriundos do
biotério da Universidade Federal de Santa Maria. O projeto de pesquisa foi aprovado pela

Comiss&o de Etica no uso de Animais da UFSM, de acordo com o parecer n° 126/2014.

2.5.2 Ensaio de dermatite de contato

A inducdo da dermatite de contato foi realizada com aplicacdo tépica de sulfato de
niquel a 5%, utilizando vaselina solida como veiculo (BRUM et al., 2009). Apds
tricotomizacdo, todos os grupos, exceto o primeiro, foram sensibilizados com sulfato de
niquel no abdémen. Apos seis dias da sensibilizacdo, a inducdo foi realizada com cinco
aplicacdes em cada orelha em intervalos de 72 h. Todos 0s géis-creme com o farmaco em sua
composicdo possuiam o equivalente a 0,5 mg/g de betametasona. Os animais foram divididos
em oito grupos, conforme demonstrado abaixo:
Grupo 1 (C): controle, somente sensibilizado com vaselina sélida;
Grupo 2 (DC): dermatite de contato, induzida com 5% de NiSO, dissolvido em vaselina
solida;
Grupo 3 (GCopg): DC tratado com gel-creme com o OB ndo associado as nanocapsulas;
Grupo 4 (GCpg-DB): DC tratado com gel-creme com o OB e o DB nédo associados as
nanocapsulas;
Grupo 5 (GCL-DB-NCpg): DC tratado com gel-creme com produto liofilizado
nanoparticulado contendo o OB e o farmaco;
Grupo 6 (GCL-DB-NCog A): DC tratado com gel-creme com produto liofilizado
nanoparticulado contendo o OB e o farmaco (tratamento em dias alternados);
Grupo 7 (GCL-NCpg): DC tratado com gel-creme com produto liofilizado nanoparticulado
contendo o OB, sem 0 farmaco;
Grupo 8 (GC): DC tratado com gel-creme base.

Os grupos tratados receberam a aplicacdo diaria das formulagdes por cinco dias, com

excecao do grupo 6, o qual foi tratado em dias alternados, totalizando cinco aplica¢des (dias



84

1,3,5, 7e9). Todos os géis-creme foram aplicados de maneira uniforme nas orelhas através
de massagem, a fim de obter uma melhor penetracdo. Todos os animais, apds 72 h da ultima
aplicacdo, sofreram eutanasia e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca para determinar a
atividade da E-NTPDase em linfécitos, seguido da retirada do figado e dos rins para avaliagcdo

do estresse oxidativo, e das orelhas para analise histoldgica.

2.5.3 Formulac6es semissolidas

Para a realizacdo desse ensaio foram preparados diferentes tipos de formulagdes (géis-
creme) a fim de se obter uma melhor comparacdo entre 0s grupos. Segue abaixo a tabela
quali-quantitativa com os componentes de cada formulagéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quali-quantitativa dos géis-creme utilizados na avalia¢do da eficacia
in vivo em modelo de dermatite de contato

Componentes GCos GCps-DB  GCL-DB-NCpgou  GCL-NCog  GC
GCL-DB-NCos A

DB 0,064 g 0,064 g - - -
OB 3,669 3,669 - - -
FocusGel 305 29 29 29 29 29
Imidazolidiniluréia 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g 059
Tween 80 153¢g 153¢g - - 1,53 ¢
L-DB-NCog - - 28,08 g - -
L-NCop - - - 28,08 g -
Trealose 22,88 ¢ 22,88 ¢ - - 22,88 ¢
H,0 ultrapura q.s.p. 100g 100g 100g 100 g 100 g

2.5.4 Avaliacao histopatologica

As amostras de tecido ex vivo da orelha das ratas foram recolhidas e fixadas em
solucdo de formol a 10% e, em seguida, desidratadas e embebidas em parafina. Apds, foi
realizado o seccionamento e coloracdo histolégica com hematoxilina e eosina. As laminas
foram observadas em um microscopio optico para verificar possiveis alteracdes no tecido da

orelha indicativos da inducdo da dermatite de contato.

2.5.5 Determinacdo da atividade das ecto-enzimas E-NTPDase e adenosina deaminase (E-
ADA)
2.5.5.1 Isolamento de Células Mononucleares de sangue periférico
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As ratas foram anestesiadas com isoflurano e o sangue foi coletado por puncao
cardiaca. O sangue foi coletado com 7,2 mg de EDTA dipotassico como anticoagulante e as
células mononucleares ricas em linfocitos foram isoladas a partir do sangue coletado com
acido etilenodiamino tetra-acéetico (EDTA) e separados em Ficoll-Histopaque em gradientes
de densidade (BOYUM, 1968). A percentagem de linfdcitos foi superior a 93%, tal como
previamente descrito (JAQUES et al., 2011).

2.5.5.2 Determinacéo do conteudo proteico
O contéudo proteico foi determinado pelo método de Coomassie Blue, usando
albumina bovina como padrdo, conforme descrito por Bradford (1976).

2.5.5.3 Hidrdlise de ATP e ADP pela E-NTPDase em linfocitos

Apobs isolamento das células mononucleares, a hidréolise dos nucleotideos foi
determinada pela medida de fosfato inorgénico liberado na reacdo usando o método
colorimétrico (CHAN; DELFER; JUNGER, 1986) e padronizado em linfécitos (LEAL et al.,
2005). O meio de reacdo continha 0,5 mM de CaCl,, 120 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 60 mM
de glicose e 50 mM de Tris-HCI, em pH de 8,0 em um volume final de 200 pL. Vinte
microlitros de suspensdo salina contendo células mononucleadas intactas totalizaram a
concentracdo média de 2-4 pg de proteinas e foram pré-incubadas por 10 min., a 37 °C. A
reacao foi iniciada por adicdo de substrato (ATP ou ADP) a uma concentracdo final de 2 mM
e as amostras foram incubadas por 70 min a 37 °C, e finalizadas com 200 pL de &cido
tricloroacético a 10%, totalizando uma concentragdo de 5%. As amostras foram resfriadas por
10 minutos antes da analise da liberacdo do fosfato inorganico (Pi), a 37 °C, usando verde de
malaquita como reagente colorimétrico e KH,PO, como padrdo. As amostras foram
analisadas em triplicata para avaliar a atividade especifica em nmol do Pi liberado/mim/mg de

proteina.

2.5.5.4 Atividade da E-ADA

A determinacgdo da E-ADA foi realizada espectrofotometricamente em linfocitos pelo
método de Giusti e Galanti (1984), que se baseia na medicdo direta da formacdo de aménia
produzida, quando E-ADA atua em excesso de adenosina. Resumidamente, 25 pL de
linfocitos reagem com 21 mM do substrato (adenosina), pH 6,5, e a incubacgéo foi realizada
durante 1 h, a 37 °C. A reacdo foi parada pela adi¢do de 106 mM de nitroprussiato de sédio e

167,8 mM de solucédo de hipoclorito. Sulfato de aménia 75 uM foi utilizado como padréo de
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amonia. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores foram expressos
em U/L para a atividade de ADA. Uma unidade (1 U) de E-ADA é definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 mmol de amoniaco por minuto a partir de

adenosina em condi¢des padrdo de ensaio.

2.5.6 Homogeneizagéao dos tecidos

Uma pequena fracdo dos tecidos hepatico e renal foi homogeneizada na proporcao de
(1:10, m/v) em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,4 e entdo centrifugada a 2000 rpm, por 10
minutos. Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para a realizacdo dos testes de estresse

oxidativo.

2.5.7 Perfil oxidativo
2.5.7.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica (TBARS)

A medida de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi determinada nos
tecidos renal e hepatico, como descrito por Ohkawa e colaboradores (1979), cujo objetivo é
medir a formacdo de malondialdeido (MDA), um produto final da peroxidacdo de acidos
graxos, que quando aquecido na presenca de acido tiobarbiturico, forma um composto rosado
que pode ser medido espectrofotometricamente. Em resumo, 200 pL do sobrenadante do
tecido homogeneizado (1:10) da amostra foram adicionados a 500 pL de &cido acético 2,5 M
pH 3,4; 500 L de acido tiobarbitarico 0,8%, 200 pL de dodecil sulfato de sédio 8,1% (SDS)
e 100 pL de agua destilada. Posteriormente, foram aquecidos em banho-maria durante 120
minutos e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 532 nm e expressa em
equivalentes de MDA (nmol MDA/mL).

2.5.7.2 Dosagem dos grupamentos tidis ndo protéicos (NPSH)

A dosagem dos grupamentos SH néo proteicos (NPSH) foi realizado nos tecidos renal
e hepatico de acordo com o método descrito por Ellman (1959). Em resumo, uma aliquota do
sobrenadante do tecido homogeneizado (1:10) foi diluida com 10% de acido tricloroacético
(TCA), e em seguida centrifugada a 2000 rpm, por 10 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante reage com 250 uM de DTNB em um volume final de 2 mL, e a absorbéancia foi
determinada em 412 nm. Uma curva padrdo com cisteina 0,5 mM foi construida, a fim de

calcular a concentracdo dos grupos sulfidrilas totais nas amostras.
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2.5.7.3 Ensaio da catalase (CAT)

Para determinar a atividade da CAT, o sobrenadante dos tecidos renal e hepatico,
homogeneizados (1:10), foi diluido a 1:60. A atividade enzimatica foi determinada pela
degradacdo de H,0, medida em um comprimento de onda de 240 nm A atividade da enzima

catalase foi determinada seguindo o método espectrofotométrico de Nelson e Kiesow (1972).
2.6 Analise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi realizada através da anlise de variancia de uma
via (ANOVA), seguida pelo teste de comparacdo multipla Tukey para os testes de reologia,
espalhabilidade e permeacdo/penetracdo; Newman-Keuls (perfil oxidativo e antioxidante); e
Dunnett’s (E-NTPDase e E-ADA). Considerando um nivel de significancia para os valores de
p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos géis-creme

Os géis-creme contendo o pd liofilizado com nanoparticulas apresentaram coloragédo
branca, aspecto homogéneo e odor caracteristico. Na tabela 2 encontram-se os resultados
obtidos na determinacdo do tamanho médio de particulas, polidispersdo, pH e teor de farmaco
para os géis-creme contendo os produtos secos das nanocapsulas de 6leo de borragem e
dipropionato de betametasona (GCL-DB-NCpg) € dos mesmos sem o farmaco (GCL-NCog). A
formulacdo com farmaco demonstrou teor proximo ao tedrico (0,50 mg/g) e todas as
formulacdes apresentaram pH em torno de 6,3, compativel com a aplicagéo topica (SCHMID-
WENDTNER; KORTING, 2006), ndo se observando mudancgas em relagdo as suspensoes
aquosas (NCpg= 6,29 £ 0,15 e DB-NCog= 6,35 + 0,18). Esse resultado estd em acordo com o
estudo realizado por Fontana e colaboradores (2011), no qual nanocapsulas de propionato de
clobetasol foram incorporadas em hidrogéis de Carbopol® Ultrez e ndo apresentaram
mudancas no pH. Em outro estudo, hidrogéis de Carbopol® Ultrez contendo nanocépsulas de
dexamentasona foram desenvolvidos e foi evidenciado que o pH ndo foi influenciado pela
incorporacgdo das nanocapsulas (MARCHIORI et al., 2010). Em relacdo ao tamanho medio de
particulas apos dispersdo dos géis-creme em agua, foi observado que se mantiveram na escala

nanométrica, porem, com valores maiores que as suspensdes originais e seu produto
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liofilizado (NCpg =198 £ 10 nm; L-NCpg = 222 £ 31 nm ; DB-NCpg = 197 + 05 nm e L-DB-
NCos = 236 £ 23 nm). Este aumento pode ser devido a presenga dos componentes do
FocusGel e dos demais presentes na formulacdo (trealose, tween 80 e imidazolidiniluréia),
uma vez que o gel base apresentou tamanho de particula de 367 + 53 nm e Pdl de 0,38 + 0,07,
dificultando a adequada dispersdo da formulacdo em &gua, facilitando a agregacdo das
nanoparticulas (SANNA et al., 2010).

Tabela 2- Caracteristicas fisico-quimicas dos geis-creme contendo os produtos liofilizados a
partir de nanocépsulas de nucleo lipidico preparadas pela associagdo do DB e OB (média +
desvio padréo, n=3)

Formulagdes Teor de farmaco  Tamanho de Pdl pH
(mg/g) particula (nm)

GCL-NCop - 331+20 0,40 £ 0,03 6,36 + 0,18

GCL-DB-NCpp 0,50 £ 0,02 312 £55 0,39+ 0,04 6,32 £ 0,20

Caracteristicas importantes para aplicacdo topica, também, foram avaliadas a
viscosidade, comportamento reoldgico e espalhabilidade das formulagGes semissolidas. As
propriedades reoldgicas de preparacfes estdo diretamente relacionadas ao enchimento e a
remocdo do produto no envase, a sua espalhabilidade e aderéncia a pele, ao uso pelo paciente
e a estabilidade do produto (SINKO, 2006).

Os reogramas dos géis-creme contendo os produtos secos nanoestruturados foram
obtidos através da representacdo grafica da tensdo de cisalhamento versus velocidade de
cisalhamento (Figura 1). A partir dos resultados pode-se observar que todas as formulacdes
apresentaram comportamento de fluxo ndo-newtoniano, uma vez que ndo se verificou uma
relacdo linear direta entre a tensdo de cisalhamento e a velocidade de cisalhamento aplicada,
caracteristico de sistemas semissdlidos. Além disso, todos os géis-creme se encaixaram ao
modelo de Herschel-Bulkley (r>0,98; n<1), o qual descreve o comportamento pseudoplastico
dos mesmos, e diferencas significativas ndo foram verificadas entre as formulagdes (p>0,05).
Estes sistemas demonstram uma diminuigédo da viscosidade com o aumento da velocidade de
cisalhamento (KIM et al, 2003).

A analise dos reogramas indicou que 0s géis-creme ndo apresentaram tixotropia, pois
néo foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os pontos ascendentes e descendentes

das curvas obtidas. Este fendbmeno se caracteriza pela presenca de um loop de histerese (area
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entre as curvas ascendente e descendente) calculada através do reograma de tensdo versus
velocidade de cisalhamento (MEWIS; WAGNER, 2009).
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Figura 1 - Reograma dos géis-creme contendo produto seco das nanocapsulas de 6leo de
borragem (GCL-NCog) e nanocapsulas de 6leo de borragem e dipropionato de betametasona
(GCL-DB-NCog), (n=3).

A espalhabilidade avalia o comportamento da formulacdo ap6s certa forca aplicada e
esta relaciona com a aplicacdo da mesma no local de acdo, além de avaliar a estabilidade do
produto em relacdo a possiveis alteracfes (GARG et al., 2002; BORGHETTI; KNORST,
2006). Para sua avaliagdo, o fator de espalhabilidade das formulacdes foi calculado e os
valores obtidos foram: GCL-DB-NCog, FE= 7,15 + 0,21 mm2/g e GCL-NCog, FE = 7,16 +
0,21 mm?%g. De acordo com os resultados, podemos observar que as duas formulacdes
apresentam perfis de espalhabilidade semelhantes (Figura 2), corroborando com os obtidos na

viscosidade, em que diferencas ndo foram observadas entre as amostras (p>0,05).
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Figura 2 - Representacdo grafica da espalhabilidade dos géis-creme contendo produto seco
das nanocépsulas de dleo de borragem (GCL-NCpg) e nanocépsulas de 6leo de borragem e

dipropionato de betametasona (GCL-DB-NCog), n=3.

3.2 Permeacdao/penetracao cutanea in vitro

Células do tipo Franz foram usadas para avaliar a permeacdo/penetracdo do DB a
partir dos géis-creme contendo o produto liofilizado das nanocépsulas de OB e farmaco (GCL-
DB-NCoyg) € géis-creme com OB e DB néo associados (GCpg-DB) utilizando como barreira a
pele do abdébmen de porco. A quantidade de farmaco retido na pele foi determinado
separadamente no estrato cdrneo, epiderme vidvel e derme, e a possivel capacidade de
penetracdo no meio receptor, também, foi verificada. Ambas formulagdes permearam pelas
diferentes camadas da pele, no entanto, somente 0 GCog-DB foi quantificado no meio
receptor, apos 8 h de experimento. A maior concentragdo de farmaco foi encontrada no estrato
coérneo, porém, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as quantidades detectadas
para GCL-DB-NCpg € GCpg-DB. Assim como, menores quantidades foram detectadas na
epiderme e ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os géis-creme. Ambas
formulacbes foram capazes de permear através da pele e menores quantidades de
betametasona (p<0,05) ficaram retidas na derme com o gel-creme nanoestruturado (GCL-DB-
NCog), 0 que pode indicar que niveis mais baixos de farmaco estdo disponiveis para absor¢do

sistémica, uma vez que a derme € vascularizada (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuicdo da betametasona a partir do gel-creme contendo DB e OB néo
associados as nanocapsulas (GCog-DB ) e do gel-creme nanoestruturado (GCL-DB-NCog) no
estrato cérneo (EC), epiderme (EP), derme (D) e no meio receptor, verificada no estudo de

permeacao/penetracao cutanea com células de Franz, apés 8 h.

A absorcdo de farmacos na pele é afetada por varios fatores, tais como espessura,
temperatura, grau de hidratacdo, limpeza da pele, fluxo sanguineo, concentracéo de lipidios,
namero de foliculos pilosos, fungdo das glandulas sudoriparas, raca, pH na superficie da pele
e integridade do estrato cérneo (WOKOVICH et al., 2006). Além disso, caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco e do veiculo, solubilidade do farmaco no veiculo e as condicGes
fisiologicas da pele influenciam na absorcdo percutanea de farmacos aplicados por via tépica
(SHAH et al.,, 1992; WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2008; PARISER, 2009;
HOSSAIN; AHMED; PLAKOGIANNIS, 2012; NAGELREITER et al., 2013). Os
corticosteroides topicos para serem terapeuticamente eficazes devem penetrar na pele e atingir
a epiderme e a derme, locais de acdo desses medicamentos (WIEDERSBERG; LEOPOLD;
GUY, 2008; PARISER, 2009). O potencial do farmaco a ser absorvido na circulacdo
sistémica, provavelmente estad relacionado a quantidade de farmaco retida nas diferentes
camadas da pele (PARISER, 2009). Os corticosteroides topicos estdo associados a diversos
efeitos colaterias, os quais incluem reacdes de pele localizadas que ocorrem no local da
aplicacdo e efeitos adversos relacionados a absor¢do sisttmica (DEL ROSSO;
FRIEDLANDER, 2005; HENGGE, 2006). Neste trabalho, a formulacdo com o farmaco e o
oleo livre apresentou maior permeacdo, sendo detectada no meio receptor, isso pode ser

caracteristico do DB quando se encontra na forma livre, como ja foi observado por Gillet e
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colaboradores (2011) que avaliaram a formulacdo comercial na forma farmacéutica do tipo
locdo (Diprosone®). Da mesma forma, o farmaco foi quantificado no meio receptor, porém,
quando se empregou lipossomas contendo o DB, este somente foi detectado até a derme,
corroborando com os resultados encontrados neste trabalho. Em outro estudo, Liu e
colaboradores (2007) desenvolveram nanoparticulas lipidicas sélidas de isotretinoina e
aplicaram-na topicamente. O estudo de permeacdo in vitro mostrou que quantidades
semelhantes de farmaco foram encontradas no estrato cérneo tanto a partir da aplicacdo das
nanoparticulas, quanto do farmaco livre, no entanto, a inclusdo da isotretinoina nesse
nanocarreador foi capaz de evitar a captagdo sistémica do farmaco, mostrando-se promissora
nesse sentido.

Alves e colaboradores (2007) avaliaram diferentes nanocarreadores contendo a
nimesulida, os quais foram incorporados em géis hidrofilicos e observaram que as
nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsGes permearam até a epiderme/derme, demonstrando
que 0s nanossistemas sdo capazes de evitar a passagem do farmaco para o meio receptor.
Silva e colaboradores (2013) desenvolveram nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
vitamina K1, as quais ficaram retidas nas camadas da pele, em maior concentracdo no estrato
corneo, e a formulagdo controle foi quantificada no meio receptor. Os resultados obtidos neste
trabalho estdo de acordo com os encontrados na literatura, comprovando que as
nanoestruturas possuem o potencial em controlar a permeacao de ativos na pele, retendo-os

até a derme.

3.3 Avaliacdo da eficacia in vivo em modelo experimental de dermatite de contato

No exame histolégico pode-se observar que o grupo controle ndo apresentou
alteracfes inflamatdrias (Figura 4 A), enquanto no grupo sensibilizado foi encontrado
congestdo vascular (eritema), presenca de edema na derme, infiltrado inflamatorio com
presenca de leucocitos na derme, espessamento da camada espinhosa e descamacéo do estrato
corneo (Figura 4B), o que comprovou a eficacia do protocolo de indugdo proposto. Segundo
Pereira e colaboradores (2001) esses parametros estdo de acordo com os do diagndstico de
dermatite de contato. Quando analisamos o0s grupos tratados, podemos observar que o grupo
tratado com GCog ndo apresentou alteracGes inflamatdrias, mas mostrou discreta descamacao
na camada cornea e reducdo do edema (Figura 4C). No grupo GC-DBgg, também houve
auséncia de processo inflamatério com pouca descamacdo, e foi observado retificacdo da
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epiderme (Figura 4D), a qual sugere o inicio da atrofia. De acordo com Shoepe e
colaboradores (2006) o uso tdpico de corticosteroides pode provocar atrofia da pele. Brum e
colaboradores (2009) quando utilizaram dexametasona livre como tratamento do mesmo
experimento de dermatite de contato, também, verificaram atrofia da epiderme. Ja quando, foi
utilizado o gel-creme com associagdo dos ativos nanoestruturados em dias alternados (GCL-
DB-NCos A) ndo houve atrofia da camada espinhosa e alteragdes inflamatorias e houve
pouco edema, mostrando-se um tratamento eficaz (Figura 4F). Os grupos GCL-DB-NCog €
GCL-NCog apresentaram melhora na dermatite, mas com algumas altera¢fes ainda presentes,
conforme as Figuras 4E e 4G. Os animais tratados com gel-creme base ndo obtiveram
melhora, apresentando congestdo vascular com células inflamatorias, edema na derme,
presenca de leucdcitos na derme e nos vasos e descamacdo da pele (Figura 4H). Assim, a
partir da avaliacdo histopatoldgica foi possivel observar que o tratamento com GCL-DB-
NCog foi capaz de reverter as alteragdes inflamatdrias presentes durante a dermatite de

contato.
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Figura 4- Imagens histologicas das orelhas de ratas dos animais de diferentes grupos corados com
hematoxilina e eosina. (A) grupo controle. (B) dermatite de contato. (C) Animais tratados com GCog.
(D) Animais tratados com GC-DBog. (E) Animais tratados com GCL-DB-NCog, (F) Animais tratados
com GCL-DB-NCqg A. (G) Animais tratados com GCL-NCog (H) Animais tratados com GC. Setas:
1) camada cornea; 2) camada escamosa; 3) derme; 4) vaso sanguineo; a) congestdo vascular; b) edema
na derme; c¢) leucocitos; d) espessamento da camada espinhosa; €) descamagdo do estrato corneo; f)
discreta descamacédo do estrato corneo; g) reducdo do edema h) retificacdo da epiderme i) edema nas
células da epiderme. Aumento de 200X.
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Determinacéo da atividade da E-NTPDase e da E-ADA

A primeira NTPDase identificada foi a NTPDase-1, como proteina CD39, que esta
ancorada a membrana via dois dominios transmembrana e que hidrolisa os nucleotideos ATP
e ADP em proporcdes semelhantes (ZIMMERMANN, 2001). A NTPDase-1 é um marcador
de ativacdo de linfocitos, sendo também expressa em células natural killer, monadcitos, células
dendriticas e em um subconjunto de células T ativadas. Através da modulacao da sinalizacdo
purinérgica a enzima desempenha um papel importante no controle da resposta imune celular
(DEAGLIO et al., 2007; ROBSON et al., 2006; DWYER et al., 2007; MIZUMOTO et al.,
2002). Avaliou-se a hidrdlise de nucleotideos da adenina, pela E-NTPDase em linfocitos de
ratos com dermatite de contato sem e com tratamento, sendo que a enzima E-NTPDase serve
como marcador de ativacdo linfocitaria.

Os resultados no presente estudo mostraram um aumento na atividade da E-NTPDase
no grupo com dermatite de contato em comparag¢do com o grupo controle, corroborando com
os resultados encontrados na literatura com a utilizacdo deste protocolo (BRUM et al., 2009;
FONTANA et al., 2011). O aumento da atividade de E-NTPDase conduz a hidrolise dos
nucleotideos ATP e ADP, como um mecanismo de compensacdo, mantendo 0s seus niveis
adequados, pois o ATP liberado para o meio extracelular em altas concentracbes ativa 0s
receptores P2X7 pro-inflamatérios purinérgicos e contribui para danos nos tecidos e
inflamacédo (DI VIRGILIO, 1995). Assim, os resultados aqui descritos sugerem a presenca de
processo inflamatorio de hipersensibilidade, onde ha ativacdo dos linfdcitos T, provavelmente
responsaveis pela atividade aumentada da enzima, que de acordo com outros trabalhos séo
desencadeados por agentes irritantes, como na dermatite de contato. Estes trabalhos sugerem
que respostas inflamatorias resultam da liberacdo de ADP e ATP pela sensibilizacdo dos
queratindcitos, funcionando como mediadores pré-inflamatérios, ativando os linfécitos T.
Esse processo seria regulado pelo CD39 através da hidrdlise do ATP e ADP em AMP
(KUNZLI et al., 2008) (Figura 5).
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Figura 5 - Hidrolise do ADP e ATP pela E-NTPDase em linfécitos nos grupos C, grupo
controle; DC dermatite de contato; GCog, DC tratado com o0leo livre; GC-DBgg DC tratado
com oleo e farmaco livre; GCL-DB-NCpg, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado; GCL-DB-NCpg A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado em dias alternados; GCL-NCpg, DC tratado com Oleo de borragem
nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-creme base. Amostras incubadas por 70 minutos a
37 °C. As barras representam & media £ EPM de atividade em nmol de Pi/min/mg de proteina.
ANOVA seguido pelo Teste de Dunnett’s (p<0,05) para letras diferentes, (n = 5).

Nos grupos com dermatite de contato tratados com os diferentes tipos de géis-creme
pode-se observar que estes ndo apresentaram diferenca em relagcdo ao grupo controle e o
GCog também ndo apresentou diferenca em relacdo ao grupo dermatite. Além disso, com 0s
grupos GCL-DB-NCog A e GCL-DB-NCpg a associacdo do Oleo de borragem e do
dipropionato de betametasona nos sistemas nanoestruturados, reduziu a atividade da E-
NTPDase. No entanto, sabe-se que, a maior atividade da E-NTPDase pode ser estimulada por
um aumento na concentracdo do ATP extracelular, o que pode ocorrer durante 0 processo
inflamatdrio. Deste modo, para esses tratamentos foi observado o contrario, nos quais 0s
niveis de ATP estavam diminuidos e de ADP foram reduzidos para 0 GCL-DB-NCgg A €
iguais ao controle para 0 GCL-DB-NCpg. Os baixos niveis de sinalizacdo purinérgica
induzido pelo decréscimo das concentracbes de nucleotideos, modulam respostas
inflamatdrias e imunes pelos receptores P2 (DI VIRGILIO et al., 2003). Em baixas
concentragdes, o ATP extracelular possui afinidade para o subtipo do receptor P2Y nas
superficies de linfocitos. Estes receptores purinérgicos, quando estimulados, desenvolvem

uma baixa modulacdo de citocinas pré-inflamatorias e estimulam a resposta imune Th2,
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levando a producéo de citocinas anti-inflamatorias, a protecdo de danos oxidativos e a baixa
producdo de radicais de oxigénio no sangue total (BOURS et al, 2006).

A E-ADA ¢é uma enzima essencial para a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos e
monocito-macrofago no sistema imune, e alteracdes em sua atividade tém sido consideradas
um indicador de distdrbios imunolégicos (HITOGLU et al., 2001; POURSHARIFI et al.,
2009). Na Figura 6, pode-se observar que o0 grupo com dermatite de contato apresentou maior
atividade da enzima. Ja para os grupos tratados foi observado uma diminuicdo, mostrando-se
semelhantes ao grupo controle. O grupo tratado com GC-NCogpg A apresentou uma
diminuigéo significativa p<0,05 em relacdo ao controle. Sendo assim, todos os tratamentos

revertem a atividade aumentada da enzima ou previnem.

E-ADA

100+

U ADA/mg de proteina

Figura 6 - Atividade da E-ADA em linfécitos de ratas nos grupos C, controle; DC dermatite
de contato; GC-og, DC tratado com 6leo livre; GC-ogps, DC tratado com 6leo e farmaco livre;
GC-NCogpg, DC tratado com betametasona e 06leo de borragem nanoestruturado GCL-
NCosps A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado em dias
alternados; GC-NCog, DC tratado com 6leo de borragem nanoestruturado; GC-B, DC tratado
com gel-creme base. As barras representam a média + EPM de U E-ADA/ mg de proteina.
ANOVA seguido pelo Teste de Dunnett’s (p<0,05) para letras diferentes, (n = 5).

Perfil oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um excesso de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), bem como espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), somando-se a
deficiéncia concomitante das defesas antioxidantes do corpo (VALKO et al., 2007; NAKALI,
YONEDA; KUBOTA, 2012). Na dermatite alérgica de contato foram encontrados, os niveis

sistémicos elevados de interleucina (IL)-6, IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF)-a
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(CAVANI; DE PITA; GIROLOMONI, 2007; ALBANESI, 2010). As EROs tém sido
propostas por participarem da sensibilizacdo inicial do alérgeno, bem como, do
desenvolvimento de respostas alérgicas patogénicas (CORSINI et al., 2013).

A exposicdo da pele a agentes ambientais fisicos e quimicos induz o estresse oxidativo
levando a inducdo da peroxidacéo lipidica cutdnea com concomitante modulacdo dos niveis
de antioxidante e enzimas que metabolizam farmacos (BICKERS; ATHAR, 2006). A
lipoperoxidacdo € causada por radicais que reagem com lipidios formando hidro ou
lipoperoxidos que sdo altamente reativos e podem seguir uma cascata oxidativa, liberando
produtos como o malondialdeido (MDA). A quantificacdo de tal composto por reacdo com o
acido tiobarbitarico (TBA) tem sido utilizada para avaliar o dano oxidativo (OHKAWA,;
OHISHI; YAGI, 1979). Desta forma, o biomarcador comumente utilizado na peroxidacao
lipidica € 0 MDA (JENTZSCH et al., 1996; GROTTO et al., 2008). Niveis aumentados de
MDA sao conhecidos como sendo relacionados com a instabilidade da membrana plasmatica
devido a geracdo de SROs e SRNSs.

A liberacdo descontrolada de EROs esta envolvida na patogénese de varias desordens
da pele humana, incluindo neoplasias cutaneas (BRIGANTI; PICARDO, 2003; BLACK,
2004). Esser e colaboradores em 2012 comprovaram que EROs podem estar envolvidas em
doencas inflamatorias de pele. Nesse sentido, os modelos animais tém sido amplamente
utilizados no estudo de dermatite de contato alérgica (DCA), onde o DNFB (2,4-
dinitrofluorobenzeno) é o hapteno mais utilizado, que pode induzir a producao de espécies
reativas de oxigénio (Kim et al., 2009). O sulfato de niquel, também ja foi usado como
indutor de dermatite de contato (BRUM et al., 2009). O estresse oxidativo pode enfatizar a
reacdo inflamatoéria, e, em seguida, formar um ciclo vicioso. Em outro estudo sugeriram que o
desequilibrio na razdo de GSH / GSSG [glutationa reduzida (GSH) versus a forma de
glutationa oxidada (GSSG)] desempenha um papel crucial em DCA (MIZUASHI et al.,
2005). Indicando que antioxidantes podem ser benéficos para o tratamento da doenca, como é
0 caso do 6leo de borragem.

Na hipersensibilidade cutdnea ha duas fases distintas, na primeira, ocorre um aumento
no numero de células T nos linfonodos, conhecida como fase de sensibilizacdo (BLAUVELT;
HWANG; UDEY, 2003; SAIN-MEZARD et al., 2004). Na segunda etapa, fase de inducéo, as
quimiocinas sdo sintetizadas, apos, células endoteliais e 0s mastdcitos sdo ativados, e ocorre
uma infiltragdo de polimorfonucleares (WATANABE et al., 2002). As células T interagem
com células cutaneas apresentadoras de antigeno. Portanto, células citotdxicas T CD8 +

ativadas produzem citocinas do tipo 1, tais como IFN-y e quimiocinas que induzem a ativagao
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de células cuténeas. Elas também induzem a apoptose de queratindcitos e permitem o
recrutamento de um infiltrado celular que é caracteristico da hipersensibilidade cutanea
(FEHR et al., 1994; CAVANI et al., 2001). Algumas doencas de pele como psoriase, vasculite
cutanea e dermatite de contato podem ser associadas com o estresse oxidativo, durante a fase
pré-imunologica, seguindo a exposicao ao alérgeno de contato que prontamente se auto-oxida,
e também durante as fases tardias de infiltracdo de células inflamatdrias (SHARKEY et al.,
1990; FUCHS; FREISLEBEN; PACKER, 1992; PICARDO et al., 1996).

Em nosso estudo foi possivel observar que ndo houve dano na estrutura lipidica no
figado e nos rins (niveis de MDA baixos) quando as formulagdes com 6éleo livre (GCog),
associagdo de oOleo livre com farmaco livre (GC-DBog) e gel-creme com liofilizado das
nanocapsulas de 6leo de borragem e dipropionato de betametasona, tratamento alternado
(GCL-DB-NCpg A) foram aplicadas (Figura 7). Isso se deve, provavelmente pelo 6leo de
borragem apresentar propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (CONFORTI et al.,
2008). A diferenca observada entre o tratamento com a mesma formulagdo, porém com a
diferente frequéncia de aplicacdo, pode ser explicada pela liberacdo controlada desse
carreador (artigo 1), o que demonstra que durante o tratamento com dias alternados os ativos
tiveram mais tempo para agir e exercerem seus efeitos benéficos. Jaques e colaboradores
(2012) obtiveram resultados semelhantes, em que as formulagbes com propionato de
clobetasol livre (diario) e nanoestruturado (diario e alternado) reduziram os danos oxidativos.

Além disso, neste trabalho observou-se um aumento significativo dos niveis de MDA
(Figura 7) nos grupos DC, GCL-DB-NCpg, GCL-NCpg € GC quando comparados ao grupo
Controle, de modo que no primeiro o0 aumento foi mais pronunciado. Isso gerou uma resposta
protetora nos animais destes grupos, representada pelo aumento dos niveis de NPSH (Figura
8) e da atividade antioxidante da catalase (Figura 9). Em outro estudo, o aumento de MDA
também foi evidenciado para o grupo dermatite e para o grupo tratado somente com as
nanoparticulas, mostrando que a dermatite de contato e 0s nanocarreadores aumentam o
estresse, assim como as defesas antioxidantes, também, se alteram (JAQUES et al., 2012). Em
nosso trabalho, os tratamentos com as nanocapsulas aumentaram o estresse, a menos que 0

corticoide esteja junto e que a aplicacéo seja em dias alternados (grupo GCL-DB-NCog A).
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Figura 7 - Niveis de TBARS em figado e rim de ratas com dermatite de contato induzida por
NiSQO, e tratadas com betametasona livre e nanoestruturada. C, grupo controle; DC dermatite
de contato; GCog, DC tratado com 0leo livre; GC-DBgg DC tratado com 6leo e farmaco livre;
GCL-DB-NCgpg, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado GCL-
DB-NCog A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado em dias
alternados; GC-NCpg, DC tratado com 6leo de borragem nanoestruturado; GC, DC tratado
com gel-creme base. A barra representa a média £+ EPM para 5 animais do mesmo grupo.

ANOVA teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls (p<0,05) para letras diferentes.
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Figura 8 - Niveis de grupos sulfidrilas ndo-proteicos em figado e rim de ratas com dermatite

de contato induzida por NiSO, e tratadas com betametasona livre e nanoestruturada. C, grupo
controle; DC dermatite de contato; GCog, DC tratado com dleo livre; GCL-DBog, DC tratado

com 6leo e farmaco livre; GCL-DB-NCpg, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
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nanoestruturado GCL-DB-NCog A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem
nanoestruturado em dias alternados; GC-NCpg, DC tratado com oOleo de borragem
nanoestruturado; GC, DC tratado com gel-creme base. A barra representa a média + EPM
para 5 animais do mesmo grupo. ANOVA teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls

(p<0,05) para letras diferentes.
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Figura 9 - Niveis de catalase em figado e rim de ratas com dermatite de contato induzida por
NiSO, e tratadas com betametasona livre e nanoestruturada. C, grupo controle; DC dermatite
de contato; GCog DC tratado com 0leo livre; GC-DBgg, DC tratado com 6leo e farmaco livre;
GCL-DB-NCgpg, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado GCL-
DB-NCos A, DC tratado com betametasona e 6leo de borragem nanoestruturado em dias
alternados; GCL-NCpg, DC tratado com 6leo de borragem nanoestruturado; GC, DC tratado
com gel-creme base. A barra representa a média £ EPM para 5 animais do mesmo grupo.

ANOVA teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls (p<0,05) para letras diferentes.

Estudos relacionados a toxicidade das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo PCL
como polimero foram realizados. Bulcdo e colaboradores (2013) avaliaram os efeitos
toxicologicos de tais nanoparticulas em ratos Wistar, apos administracdo intraperitoneal de
doses unicas e doses repetidas, por 28 dias. A maior parte dos marcadores de nefrotoxicidade
e hepatotoxicidade permaneceram dentro dos valores de referéncia e/ou semelhantes a
influéncia metodoldgica, indicando que as nanocapsulas podem ser um sistema seguro de
administracdo de farmacos. Em outro estudo, verificou-se que as nanoparticulas

biodegradaveis de PCL ndo apresentaram toxicidade apds 28 dias consecutivos de
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administracdo intradérmica, sendo carreadores promissores para aplica¢do futura em vacinas e
dispositivos baseados em patches, melhorando a entrega de farmacos (BULCAO et al., 2014).
Ainda, o estresse oxidativo e os niveis de marcadores inflamatorios em ratos foi investigado,
apos administracdo intradérmica e intraperitonial subcrénica das nanocapsulas de PCL
(BULCAO et al., 2015). Os autores relataram que as nanocapsulas nfo induziram a
peroxidacdo lipidica no plasma, figado, rim e tecidos cardiacos, exceto para o cérebro apés a
administracdo intradérmica da dose mais elevada. Ndo houve alteragdes importantes na
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em comparacdo com os controles. De um
modo geral, os resultados via intraperitonial ndo alteraram o estado oxidativo em doses
repetidas, proporcionando a utilizacdo segura das nanocépsulas de nucleo lipidico como
sistema nanocarreador. No entanto, os resultados da via intradérmica, modificaram o estado
oxidativo e inflamatdrio, o que pode ser uma consequéncia da reacdo inflamatéria local, sendo

assim, requer uma investigacdo mais aprofundada ou rotas alternativas de administracéo.

CONCLUSAO

Os geis-creme preparados a partir dos produtos secos redispersiveis, obtidos por
liofilizacdo, contendo nanocapsulas de nucleo lipidico com o 6leo de borragem associado ou
ndo ao dipropionato de betametasona apresentaram caracteristicas adequadas para aplicacdo
topica, possuindo semelhante perfil de espalhabilidade e comportamento reoldgico de acordo
com o modelo de Herschel-Bulkley. Em relacdo ao estudo in vitro de permeacao/penetracédo
cutdnea, o dipropionato de betametasona foi distribuido através das diferentes camadas da
pele, sendo que ndo foi detectado no meio receptor para as formulagbes com as
nanoestruturas, evitando danos sistémicos. No teste de eficdcia in vivo de inducdo de
dermatite de contato, a formulagéo em estudo foi capaz de causar dano tecidual comprovada
pela avaliacdo histopatoldgica, com alteragdes nas atividades de enzimas do sistema
purinérgico, as quais participam da modulagéo da resposta inflamatdria, e dano oxidativo no
figado e rim dos animais. Além disso, a formulagdo GC-NCpogps A apresentou efeitos
benéficos, sendo efetiva na preservagdo histologica da pele, diminuicdo da atividade das
enzimas purinérgicas e reducdo do dano oxidativo, assim como, as formulagdes de dleo livre
e/ou associado ao dipropionato de betametasona livre, porém estas ainda apresentaram

caracteristicas discretas de inflamacéo na avaliacdo da pele.
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DISCUSSAO GERAL

Os corticosteroides topicos vém sendo usados para os tratamentos de doencas de pele,
por apresentarem atividades vasoconstritoras, anti-inflamatoria e efeitos antiproliferativos e
imunossupressivos sendo efetivos no tratamento da psoriase e dermatite atdpica (SENYIGIT
et al., 2009). No entanto, podem provocar efeitos adversos como atrofia da pele, acne
esteroide, hipopigmentacdo e dermatite de contato alérgica (HENGGE et al., 2006; ZOLLER
et al., 2008).

Para contornar esses efeitos, a nanotecnologia, possui grande relevancia pelo fato de
exercer um controle na liberacdo de farmacos de forma precisa, reprodutivel e segura,
proporcionando o direcionamento do mesmo no local de acdo especifico, bem como modificar
suas propriedades (SCHAFFAZICK et al., 2003a; HUYNH et al., 2009; MISHRA; PATEL,
TIWARI, 2010).

Aliado a isso, 0 uso de substancias vegetais em sistemas nanoestruturados vem sendo
investido por diversos motivos, dentre eles a vantagem do sinergismo terapéutico agregado ao
nacleo oleoso, além da possibilidade dos 6leos em influenciar nas propriedades dos
nanocarreadores (FREITAS, 2006; ZULFAKAR et al., 2010; RIGO et al., 2011). Baseado
nisso, esse trabalho buscou, a partir de trabalho prévio realizado por Weber e colaboradores
(2015), o qual relata, pela primeira vez, a obtencdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo o 6leo de borragem associado ou ndo ao dipropionato de betametasona, contornar
alguns obstaculos verificados no que se refere, especialmente, a estabilidade das suspensdes.
Neste sentido, uma menor concentracdo de farmaco foi empregada (de 0,5 para 0,25 mg/mL).
Além disso, as suspensdes foram desidratadas por liofilizacdo obtendo uma forma sélida mais
estavel em relagdo as suspensdes liquidas originais. O produto seco obtido foi, por sua vez,
incorporado em formulagdes semissolidas do tipo gel-creme para potencial aplicacdo em
doencas inflamatdrias de pele. Estas estratégias tecnologicas levaram em consideracdo alguns
aspectos importantes, dentre eles a baixa estabilidade das nanoparticulas poliméricas em meio
aquoso, as quais sdo suscetiveis a hidrélise de seus componentes, degradagdo do polimero,
migracdo do farmaco associado a&s nanoestruturas para 0 meio aquoso, contaminacdo
microbiologica, entre outros (SCHAFFAZICK et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a).
Neste sentido, técnicas de desidratacdo para a sua conversao em formas solidas sdo descritas
na literatura, como a liofilizagdo (SAEZ et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003b).
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Além disso, suspensBes coloidais sdo, geralmente, incorporadas em formulagoes
semissélidas como sendo um liquido de entumescimento do polimero formador de gel ou um
constituinte aquoso de uma emulsdo (MILAO et al., 2003; ALVES et al., 2005;
MARCHIORI et al., 2010). Porém, em alguns casos para 0 ajuste da concentracédo final de
farmaco no semissolido é necessério a adicdo de um grande volume da suspensdo aquosa,
inviabilizando a adicdo de outros excipientes liquidos necessarios a formulagédo
dermatolégica, como emolientes e umectantes, fundamentais para o tratamento de
determinadas patologias, constituindo-se em um dos principais obstaculos para esse
desenvolvimento. Entdo, a obtencdo de sistemas pulverulentos a partir de suspensoes
coloidais, mostra-se como uma estratégia para contornar esses problemas.

A conversdo das suspensdes em pd para posterior utilizacdo foi proposta por Terroso e
colaboradores (2009), na preparacao de hidrogéis contendo coenzima Q10 nanoencapsulada e
por Marchiori (2010) que empregou a secagem por aspersdo nas nanocapsulas de nucleo
lipidico com tretinoina para posterior adi¢cdo em hidrogéis.

A reducdo da concentracdo do dipropionato de betametasona proporcionou a obtencao
de suspens@es coloidais homogéneas, com coloracao leitosa branca e com reflexo azulado
(efeito Tyndall), caracteristico dos sistemas coloidais (SANTOS MAGALHAES et al., 2000;
GUTERRES; POHLMANN; SCHAFFAZICK, 2007); tamanho nanométrico de particulas
(NCog = 198 £ 10 nm e BD-NCpg = 197 + 05 nm), Pdl abaixo 0,10 demonstrando a
homogeneidade do sistema e pH levemente acido (NCog = 6,29 + 0,15 e BD-NCpg = 6,35 +
0,18). Os valores encontrados estdo de acordo com aqueles normalmente verificados em
outros trabalhos para nanocépsulas desenvolvidas pelo mesmo método de preparacao
(BERNARDI et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009; FLORES et al.,
2011; WEBER et al., 2015). Cabe salientar que ndo foram verificadas diferencas entre os
valores de tamanho de particula, potencial zeta e pH em compara¢do com as nanocapsulas
sem o farmaco (contendo somente o 0leo de borragem), diferindo dos resultados obtidos por
Weber e colaboradores (2015). Esta semelhancga entre as formulagdes pode estar relacionada a
menor quantidade de dipropionato de betametasona utilizada.

Para a quantificacdo do farmaco nas suspensdes e nos produtos secos foi utilizado
método validado (WEBER et al., 2015) com algumas modificacdes, seguindo os parametros
de especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A
especificidade foi comprovada pela auséncia de picos pela andlise das suspensGes sem o
farmaco (NC) e pela pureza do pico cromatogréafico. O método mostrou-se linear na faixa de

concentracdo de 5,0 a 40,0 pug/mL, preciso e exato de acordo com as condicdes analiticas
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empregadas. O teor de betametasona quantificado nas nanocéapsulas foi de 0,25 + 0,01 mg/mL
e nos pos de 1,78 £ 0,02 mg/g, valores estes proximos aos tedricos, indicando que ndo houve
perda de farmaco durante a preparacdo das nanocapsulas e ndo houve degradagdo ou perda
seletiva de farmaco durante o processo de desidratagdo das formulacdes. A eficiéncia de
encapsulamento foi de, aproximadamente, 100%, semelhante ao resultado encontrado para as
suspensdes com o dobro da concentragdo de betametasona (WEBER et al., 2015), e
satisfatorio comparado aos lipossomas de dipropionato de betametasona desenvolvidos por
Gillet e colaboradores (2011).

A estabilidade das suspensdes foi realizada em temperatura ambiente por um periodo
de 30 dias. As formulagdes ndo apresentaram alteracGes relevantes em relagdo ao tamanho
médio de particulas, polidispersao e pH (p>0,05). O potencial zeta apresentou maior variacao,
mas permaneceu na mesma faixa e ndo caracterizou aumento ou diminui¢do com o tempo. O
teor de farmaco ap6s 30 dias foi de 93%. Esses resultados demonstram que a reducdo da
concentracdo de farmaco foi satisfatoria no sentido de aumentar a estabilidade do farmaco e
do sistema.

Outra anélise realizada durante a estabilidade das nanocapsulas foi a verificacdo da
presenca de nanocristais. Para tal, amostras da suspensao coloidal foram mantidas em repouso
e aliquotas da por¢do superior (sem agitacdo prévia) foram retiradas para a quantificacdo do
farmaco (teor de 0,24 + 0,01 mg/mL de betametasona). Para confirmar esse resultado,
procedeu-se o teste de distribuicdo do farmaco pelo algoritmo proposto por Oliveira e
colaboradores (2013), no qual se constatou-se que a maior quantidade de farmaco encontra-se
concentrado no nucleo das nanocépsulas (tipo VI), corroborando com a auséncia de
nanocristais.

A viscosidade das suspensdes foi determinada, sendo que tanto as formulagdes brancas
como com farmaco apresentaram comportamento de fluxo Newtoniano, caracterizado por
uma viscosidade constante em relacdo a velocidade de cisalhamento. Este comportamento
reoldgico estd de acordo com outros trabalhos descritos na literatura (HUSSEIN et al., 2009;
SHAKEEL et al., 2009; MARCHIORI et al., 2012; KATZER et al. 2014).

Os pds obtidos por liofilizagdo foram caracterizados quanto ao tamanho de particula,
Pdl, rendimento do processo, indice de ressuspenséo, teor de farmaco e analise morfologica.
Para alcancar os beneficios destes carreadores farmacéuticos, a escolha de um excipiente
hidrossolivel, como a trealose, se deve a facilidade de redispersdo destes pos e,
consequentemente, a reconstituicdo dos sistemas nanoestruturados (TEWA-TAGNE et al.,

2007; KHO e HADINOTO, 2010). Os produtos secos apds redispersdo apresentaram-se com
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tamanho de particula na escala nanomeétrica, Pdl adequado para os liofilizados com farmaco e
um pouco acima do desejavel para os brancos. Ndo houve mudancga no didmetro de particulas
apos ressuspensdo em relacdo as suspensdes originais, apresentando indices de ressuspensao
proximos de 1,0. Esses resultados corroboram com estudos reportados na literatura em que as
caracteristicas das suspensdes originais foram mantidas, a partir de produtos liofilizados
redispersos em agua (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006b; ABDELWAHED;
DEGOBERT; FESSI, 2006c; NAKAGAWA et al., 2011; KHAYATA et al., 2012). O
rendimento dos produtos desidratados foi semelhante com valores acima de 90 %, como
esperado. Durante 60 dias, o teor de betametasona nos pés foi determinado, o qual
permaneceu estavel (p>0,05) e semelhante ao inicial (1.78 + 0.02 mg/g).

A andlise morfoldgica dos p6s demonstrou uma superficie rugosa com a presenca de
estruturas aproximadamente esféricas. Aparentemente, o tamanho de particulas foi proximo a
1000 nm, provavelmente por as nanoestruturas ficarem aderidas a matriz de trealose.
Entretanto, quando o adjuvante esta sollvel, como é o caso da trealose, ele seca juntamente
com as nanoestruturas e formam os microaglomerados com organizacao estrutural aleatéria
(TEWA-TAGNE et al., 2007; GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009). A recuperacdo dos
sistemas nanoestruturados foi verificada, também, pela anélise do perfil de distribuicdo das
particulas por difracdo a laser, que apds redispersdao em agua por 60 minutos, apresentaram
um pico unimodal na faixa nanométrica. Pode-se verificar que o sistema é completamente
redispersivel e indicou uma boa homogeneidade, com valores de Span proximos a 1,0.

A liberacdo in vitro da betametasona foi realizada em sacos de dialise de acordo com
as condicOes descritas no capitulo 1. Uma solucdo do farmaco livre foi empregada para
comparacdo. Observou-se que a suspensdao de nanocapsulas de nicleo lipidico e a
ressuspensdo dos pos liofilizados apresentaram perfis de liberagdo semelhantes. Sendo que,
ndo apresentaram diferenca significativa no percentual liberado apds 24 h (p>0,05), apesar
das diferencas encontradas entre os tempos 4 e 12 h. Porém, quando as formulacOes
nanoestruturadas foram comparadas a solucdo farmaco ndo associado, verificou-se que 0s
nanossistemas tiveram maior capacidade de controlar a liberagdo da betametasona. Para uma
melhor andlise dos resultados, a modelagem matemaética foi realizada. A liberacéo de primeira
ordem (monoexponencial) foi observada para as trés amostras, a qual indica que a liberacéo
ocorre em um estagio Unico, e ndo hd uma liberacdo rapida inicial ou efeito burst. O
mecanismo de liberacdo pela Lei das Poténcias (Korsmeyer-Peppas) indicou que as
nanocapsulas (n=0,72) e os pos redispersos (n=0,84) possuem um transporte anémalo,

caracterizado pelo expoente de liberacdo entre 0,43<n<0,85. Os resultados indicam que a
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liberacdo do farmaco é controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas, seguido da
difusdo do dipropionato de betametasona. Em relagdo aos resultados obtidos no estudo de
liberacdo realizado por Weber e colaboradores (2015), empregando uma maior concentracao
de farmaco (0,5 mg/mL), no qual cerca de 80% do farmaco foi liberado em 12 horas, se
verificou diferencas entre as amostras. Quando analisamos a modelagem matematica, ambos
mostraram comportamento monoexponencial, mas com diferengas nos tempos de meia-vida,
enquanto que a formulacdo com maior concentracdo apresentou ty, vida= 6,83 £ 0,72 em
nosso estudo estes valores praticamente triplicaram para ty, vida= 18,13 £ 1,17. Assim, as
formulacbes desenvolvidas mostraram melhor controle de liberagdo, o que indica que a
concentracdo de farmaco pode interferir neste pardmetro. Provavelmente, devido ao farmaco
ndo estar totalmente nanoencapsulado nas formula¢des com 0,50 mg/mL, podendo estar na
forma de nanocristais, o que proporcionou maior taxa de liberacao e também precipitagdo da
suspensoes.

Portanto, esses resultados demonstraram a viabilidade de obter produtos desidratados
pelo método de desidratacdo proposto, a partir de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo
Oleo de borragem e dipropionato de betametasona. ApOs esta etapa, procedeu-se a
incorporacdo dos p6s em uma base semissolida do tipo gel-creme, destinada a aplicacdo
topica.

Assim, no capitulo 2 deste trabalho foram descritas as etapas que envolveram o
desenvolvimento de geéis-creme a partir do produto liofilizado das nanocéapsulas de 6leo de
borragem associado ou ndo ao dipropionato de betametasona. Estes foram caracterizados e
utilizados no teste de permeacdo/penetragdo cutanea e a avaliados em um modelo
experimental de dermatite de contato.

Como inovagdo desse trabalho, usou-se o FocusGel 305, um agente espessante e
emulsionante pré-neutralizado, o qual atua em diferentes niveis de pH (2 a 11), emulsiona
fases oleosas proporcionando uma textura cremosa ou de gel-creme. Até o momento esta
matéria-prima ndo foi empregada para incorporacdo de nanocarreadores. Os geis-creme
apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias com coloracdo branca, aspecto
homogéneo e odor caracteristico. O pH das formulagdes apresentou valores em torno de 6,3,
compativel com a aplicacdo topica (SCHMID-WENDTNER; KORTING, 2006), assim como
nas dispersdes coloidais. No que se refere ao tamanho de particula os geis-creme
apresentaram tamanho nanométrico (320 nm), porém com valores maiores que as suspensoes
originais, e valores de Pdl (abaixo de 0,40). Este aumento dos valores de tamanho médio de
particula e na polidisperséo, pode ser devido a presenca dos componentes do FocusGel 305 e
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dos demais presentes na formulacéo (trealose, tween 80 e imidazolidiniluréia), uma vez que o
gel base apresentou tamanho de particula de 367 + 53 nm e Pdl de 0,38 £ 0,07, dificultando a
adequada dispersdo da formulacdo em &gua, facilitando a agregacdo das nanoparticulas
(SANNA et al., 2010). Em relacdo ao teor de farmaco, o GCL-DB-NCog apresentou valor
préximo a concentracao tedrica (0,50 = 0,02 mg/g), uma vez que empregou-se quantidade
suficiente de pd liofilizado para se obter a concentracdo de 0,50 mg/g de betametasona, a qual
é a mesma utilizada em formulacbes comerciais tépicas do farmaco.

Quanto a espalhabilidade, 0 GCL-DB-NCpg € 0 GCL-NCog apresentaram perfis
semelhantes, e ndo apresentaram diferenca estatistica significativa dos fatores de
espalhabilidade (p>0,05). A andlise reoldgica foi, também, avaliada e todas as formulacGes
apresentaram comportamento de fluxo ndo-newtoniano, caracteristico de sistemas
semissolidos. Além disso, todos os géis-creme apresentaram modelo de Herschel-Bulkley
(r>0,98; n<1), o qual descreve o comportamento pseudopléstico dos mesmos. Sistemas de
comportamento pseudoplastico demonstram uma diminuigdo da viscosidade com o aumento
da velocidade de cisalhamento (KIM et al, 2003). Resultados semelhantes foram reportados
na literatura com formulacdes semissélidas contendo nanoestruturas (FONTANA et al., 2011;
OURIQUE et al., 2011; WEBER et al., 2015). Ambas as formula¢Ges ndo apresentaram
tixotropia, que se caracteriza pela presenca de um loop de histerese (&rea entre as curvas
ascendente e descendente) calculada através do reograma de tensdo versus velocidade de
cisalhamento (MEWIS; WAGNER, 2009).

Considerando que os corticosterdides topicos para serem terapeuticamente eficazes
devem penetrar na pele e atingir a epiderme e a derme, locais de acdo desses medicamentos
(WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2008; PARISER, 2009), avaliou-se a capacidade de
permeacdo/penetracdo cuténea in vitro do dipropionato de betametasona a partir dos géis-
creme contendo nanoestruturas e géis-creme com o farmaco ndo associado utilizando a pele
de porco como membrana em células do tipo Franz. As formulagbes permearam pelas
diferentes camadas da pele, no entanto, somente 0 GC-DBog foi quantificado no meio
receptor, apos 8 h de experimento. Ainda, as formulagdes apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) em relagdo a quantidade detectada na derme, sendo que o gel-creme contendo as
nanoestruturas apresentou menor concentracdo nessa camada, o que pode indicar que niveis
mais baixos de farmaco estdo disponiveis para absor¢ao sistémica, uma vez que a derme é
vascularizada.

A formulacdo com o farmaco e o Oleo ndo associados apresentou maior

permeacao/penetracdo, sendo detectada no meio receptor, isso pode ser caracteristico do
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dipropionato de betametasona quando se encontra na forma livre, como ja foi observado por
Gillet e colaboradores (2011) que avaliaram a formulagdo comercial na forma farmacéutica
do tipo lo¢do (Diprosone®) e o farmaco foi quantificado no meio receptor; porém, quando
incorporado em lipossomas, este somente foi detectado até a derme, corroborando com 0s
resultados encontrados para 0 nosso nanocarreador. Outros trabalhos estdo de acordo com 0s
resultados obtidos, comprovando que as nanoestruturas possuem esse potencial em controlar a
permeacdo de ativos na pele, retendo até a derme (LIU et al., 2007; ALVES et al., 2007;
SILVA et al., 2013).

A J(ltima abordagem do trabalho foi avaliar a eficicia in vivo dos géis-creme
utilizando o modelo experimental de dermatite de contato. Nesse estudo, avaliou-se a
histologia nas orelhas das ratas, a atividade da E-NTPDase e da E-ADA e 0 estresse
oxidativo. Para melhor comparacdo, aléem dos géis creme com as nanoestruturas com e sem
farmaco, foram preparadas formulagGes com os ativos ndo associados, um gel-creme base e
um gel-creme GCL-DB-NCgg A com tratamento em dias alternados, vaselina solida para o
grupo controle e NiSO, dissolvido em vaselina sélida para o grupo dermatite, totalizando 8
tratamentos.

Na avaliacdo histopatoldgica, o0 grupo controle ndo apresentou alteracdes patoldgicas
teciduais, enquanto no grupo sensibilizado foi encontrado congestdo vascular (eritema),
presenca de edema na derme, infiltrado inflamat6rio com presenca de leuccitos na derme,
espessamento da camada espinhosa e descamacdo do estrato cdrneo, 0 que comprovou a
eficacia do protocolo de inducdo de dermatite proposto. Entre todos os tratamentos o mais
eficaz foi o GC-DB-NCopg A, pois ndo houve atrofia da camada espinhosa e alteracOes
inflamatorias e houve pouco edema. Ja, os animais tratados com gel-creme base nédo
obtiveram melhora, apresentando congestdo vascular com células inflamatérias, edema na
derme, presenca de leucocitos na derme e nos vasos e descamacao da pele. Os demais grupos
apresentaram uma leve melhora, mas ainda apresentaram algumas alteragdes inflamatdrias.

Quanto a atividade da E-NTPDase, que serve como marcador de ativacgdo linfocitéria,
0s resultados mostraram um aumento na atividade da E-NTPDase para as ratas com dermatite
de contato em comparagdo com o grupo controle, corroborando com os resultados
encontrados na literatura com a utilizacdo deste protocolo (BRUM et al., 2009; FONTANA
etal., 2011). A maior atividade da E-NTPDase pode ser estimulada por um aumento na
concentra¢do do ATP extracelular, o que pode ocorrer durante o processo inflamatério. Nos
grupos com dermatite de contato tratados com GCL-DB-NCpg e GCL-DB-NCpog A, pode-se

observar que a associacdo do Oleo de borragem e do dipropionato de betametasona nos
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sistemas nanoestruturados, impediu 0 aumento da atividade da NTPDase e os niveis de ATP e
ADP estavam reduzidos para 0 GCL-DB-NCpg A e 0 GCL-DB-NCpg. Os baixos niveis de
sinalizacdo purinérgica induzido pelo decréscimo das concentracdes de nucleotideos,
modulam respostas inflamatdrias e imunes pelos receptores P2 (DI VIRGILIO et al., 2003).

A ADA é uma enzima essencial para a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos e
monaocito-macrofago no sistema imune, e alteragdes em sua atividade tém sido consideradas
um indicador de disturbios imunolégicos (HITOGLU et al.,, 2001; POURSHARIFI et al.,
2009). Pode-se observar que o grupo com dermatite de contato apresentou maior atividade da
enzima. J& para os grupos tratados foi observado uma diminui¢do, mostrando-se semelhantes
ao grupo controle. O grupo tratado com GCL-DB-NCpg A apresentou uma diminuigédo
significativa p<0,05 em relacdo ao controle. Sendo assim, todos os tratamentos revertem a
atividade da enzima, ou previnem.

O estresse oxidativo e a atividade antioxidante foram avaliados no figado e nos rins
dos animais. Em nosso estudo foi possivel observar que ndo houve dano na estrutura lipidica
no figado e nos rins (niveis de MDA baixos) quando as formulacdes com o6leo livre (GCog),
associacdo de Oleo livre com farmaco livre (GC-DBog) € gel-creme com liofilizado das
nanocapsulas de 6leo de borragem e dipropionato de betametasona, tratamento alternado
(GCL-DB-NCpg A) foram aplicadas. Isso se deve, provavelmente pelo 6leo de borragem
apresentar propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (CONFORTI et al., 2008). A
diferenca observada entre o tratamento com a mesma formulacdo, porém com a diferente
frequéncia de aplicacdo, pode ser explicada pela liberacdo controlada desse carreador
(capitulo 1), o que demonstra que durante o tratamento com dias alternados os ativos tiveram
mais tempo para agir e exercerem seus efeitos benéficos. Jaques e colaboradores (2012)
obtiveram resultados semelhantes, em que as formulagdes com propionato de clobetasol livre
(diario) e nanoestruturado (diario e alternado) reduziram os danos oxidativos. Além disso,
neste trabalho observou-se um aumento significativo dos niveis de MDA nos grupos DC,
GCL-DB-NCpg, GCL-NCog € GC quando comparados ao grupo Controle, de modo que no
primeiro 0 aumento foi mais pronunciado. Isso gerou uma resposta protetora nos animais
destes grupos, representada pelo aumento dos niveis de NPSH e da atividade antioxidante da
catalase. Em outro estudo, o aumento de MDA foi, também, evidenciado para o0 grupo
dermatite e para o grupo tratado com somente nanoparticulas, mostrando que a dermatite de
contato e as nanoparticulas aumentam o estresse, assim como as defesas antioxidantes,

também, se alteram (JAQUES et al., 2012). Em nosso trabalho, os tratamentos com
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nanocapsulas aumentaram o estresse, a menos que o corticdide esteja junto e que a aplicacdo
seja em dias alternados (grupo GCL-DB-NCog A).

Por fim, o conjunto de resultados demonstrou a possibilidade de desenvolvimento de
géis-creme a partir de produto nanoestruturado liofilizado contendo o dipropionato de
betametasona e o 6leo de borragem para o tratamento de dermatite de contato. A formulacao
com tratamento alternado (GCL-DB-NCog A) se mostrou a mais efetiva, podendo ser
benéfica para pacientes que apresentam doencas inflamatorias de pele, reduzindo os efeitos
desconfortaveis que as formulagGes convencionais contendo corticosteroides provocam e

sendo promissora para a parcela da populacdo que € acometida por essas doencas.
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CONCLUSOES

As nanocépsulas de nucleo lipidico contendo 6leo de borragem e a associacdo ao
dipropionato de betametasona (0,25 mg/mL) apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas adequadas (tamanho nanométrico de particula, baixo indice de
polidispersdo, potencial zeta negativo) e maior estabilidade em comparagdo as
suspensdes contendo maior proporgdo de farmaco (0,5 mg/mL);

A liofilizacdo foi utilizada para a desidratacdo das suspensdes coloidais aquosas.
Os nanossistemas puderam ser facilmente reconstituidos através da redispersao
aquosa dos pos e possuem maior estabilidade do que as suspensdes;

A liberacdo in vitro do farmaco, tanto a partir das dispersdes coloidais como dos
produtos desidratados redispersos apresentou melhor controle da liberagdo em
relacdo a solucdo com o farmaco livre;

As formas solidas obtidas por liofilizacdo foram utilizadas como produtos
intermediarios na preparacdo de géis-creme destinados a aplicacdo topica. Estes
apresentaram caracteristicas satisfatérias quanto ao pH, espalhabilidade,
propriedades reoldgicas e teor de farmaco;

O estudo de permeacdo/penetracdo cutanea in vitro evidenciou que a partir dos
géis-creme com nanocarreadores o farmaco atingiu a derme, e ndo foi detectado no
meio receptor, evitando efeitos sistémicos;

O ensaio in vivo da dermatite de contato demonstrou que os géis-creme contendo
Oleo de borragem e dipropionato de betametasona nanoestruturados com
tratamento alternado foram os que apresentaram melhor eficacia dermatoldgica e
reducdo do dano oxidativo nos tecidos avaliados, comprovando a atividade anti-

inflamatdria do farmaco e do 6leo.
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