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RESUMO
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EMPREGO DO OLEO DE Borago officinalis L. NO
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES SEMISSOLIDAS E
NANOCAPSULAS POLIMERICAS DESTINADAS AO TRATAMENTO
TOPICO DE DOENCAS INFLAMATORIAS DA PELE
AUTORA: JULIA WEBER SCHIAVO
ORIENTADORA: CRISTIANE DE BONA DA SILVA

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de abril de 2014.

Esse trabalho buscou obter formulacdes semissélidas e nanocépsulas de nucleo
lipidico contendo o 6leo de borragem associado ou ndo ao dipropionato de betametasona,
visando sua aplicagdo no tratamento da dermatite atopica. Uma formulagdo semissolida do
tipo creme-gel contendo o 6leo de borragem foi preparada e apresentou resultados
satisfatorios para os testes empregados (pH, espalhabilidade e viscosidade adequadas para
aplicacdo topica). O ensaio in vivo realizado em ratos Wistar evidenciou a acdo anti-
inflamatdria topica do dleo. Adicionalmente, suspensbes de nanocapsulas foram preparadas
pelo método de deposicéo interfacial de polimero pré-formado, contendo o dleo de borragem
e dipropionato de betametasona, as quais foram caracterizadas em relacdo ao tamanho médio
de particulas, indice de polidispersdo (Pdl), potencial zeta, microscopia de transmissao
eletronica, pH, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento. As formulacdes apresentaram
pH levemente acido (6,0-6,2), particulas de tamanho nanométrico (180-210 nm), baixo indice
de polidispersao (< 0,1), potencial zeta negativo (-9 a -16 mV), teor de betametasona proximo
ao tedrico e eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100%. No periodo de 15 dias
de armazenamento, a temperatura ambiente, apenas o potencial zeta. O estudo de
fotodegradacéo do dipropionato de betametasona frente a luz UVC foi realizado e evidenciou
a relevancia dos sistemas nanoestruturados na protecao do farmaco. O estudo de liberacéo in
vitro a partir das suspensbes demonstrou a capacidade das nanocapsulas em reduzir a
liberagdo do farmaco. As nanoestruturas foram incorporadas em hidrogéis (Carbopol® Ultrez
e Cellosize®), os quais foram avaliados quanto ao pH, tamanho de particulas, espalhabilidade,
propriedades reologicas e teor de farmaco. Os hidrogéis apresentaram pH &cido, tamanho de
particula nanomeétrico, teor de betametasona proximo ao tedrico (0,5 mg/g) e comportamento
pseudoplastico (modelo Herschel-Bulkley). No estudo de liberacdo in vitro do dipropionato
de betametasona a partir dos hidrogéis verificou-se uma liberacdo menor do farmaco nos
diferentes tempos de analise em comparacdo com o0s hidrogéis contendo o farmaco nao
associado. O ensaio in vivo para avaliar a atividade anti-inflamatoria dos hidrogéis contendo
as nanoestruturas foi também realizado, sendo possivel comprovar a atividade do farmaco e
do 6leo quando associados a nanocapsulas poliméricas.

Palavras-chave: dipropionato de betametasona; formulacdes semissélidas; 6leo de borragem;

nanocapsulas.
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This study aimed to obtain semisolids formulations and lipid core nanocapsules
containing borage oil associated or not with betamethasone dipropionate, for their application
in the treatment of atopic dermatitis. A gel-cream containing borage oil was prepared and
presented satisfactory results for performed tests (pH, spreadability and viscosity suitable for
topical application). The in vivo assay showed topical anti-inflammatory action of the oil in
rats. Additionally, nanocapsule suspensions containing borage oil and betamethasone
dipropionate were prepared by interfacial deposition of preformed polymer method and were
characterized. The colloidal suspensions, showed a slightly acid pH (6.0-6.2), nanosized
particles (180-210 nm), with a low polydispersity index (<0.1), negative zeta potential (-9 to -
16 mV), betamethasone content was close to theoretical and encapsulation efficiency of
approximately 100%. After 15 days of storage at room temperature, only zeta potential.
Photodegradation study of of betamethasone dipropionate using UVC light was performed. It
was observed a protection against photodegradation conferred by the nanostructured drug
delivery systems. The in vitro release study of betamethasone dipropionate from nanocapsule
suspensions demonstrated the ability of nanostructures to decrease the drug release. These
nanostructures were incorporated into hydrogels (Carbopol® Ultrez and Cellosize®). The
hydrogels were evaluated and showed acidic pH, nanosized particle, betamethasone content
near to theoretical (0.5 mg / g) and pseudoplastic behavior (Herschel-Bulkley model). In vitro
release study of betamethasone dipropionate from the hydrogels demonstrated a reduced
release of the drug in the different analysis times, as compared with hydrogels containing the
non-associated drug. The in vivo anti-inflammatory assay showed the anti-inflammatory
activity of the hydrogels containing the nanostructures, which can demonstrate the drug and
the oil activity when combined with polymeric nanocapsules.

Keywords: betamethasone dipropionate; borage oil; semisolids formulations; nanocapsules.
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INTRODUCAO

A pele atua como um sistema primario de defesa do organismo, caracterizada por uma
barreira epidérmica que age monitorando a sua permeabilidade (SANTOS et al., 2010). E
composta por diferentes camadas: a epiderme, constituida por tecido epitelial de revestimento
e apresenta como principal fungdo a protecdo e o equilibrio hidroeletrolitico; a derme se
caracteriza pela presenca de tecido conjuntivo e possui fungdes de termorregulacéo,
percepcdo e protecdo (DANGELO, 2005; RIBEIRO, 2010). Um terceiro componente, 0
tecido subcutaneo (hipoderme) também faz parte da constituicdo da pele e funciona como
barreira mecénica e térmica, que sintetiza e estoca substancias energéticas (BARRY, 2005).

A dermatite atopica é uma doenca da pele, caracterizada por prurido intenso e
inflamacdo cutdnea. Sua incidéncia em criangas com idade inferior a sete anos aumentou
muito nos ultimos anos, com uma taxa de prevaléncia entre 10 a 12%. O desenvolvimento da
doenca esta associado a fatores genéticos, defeitos de barreira da pele e desregulacdo imune,
alem de fatores ambientais, tais como alérgenos, substancias irritantes, condicdes climaticas e
geogréficas, estrutura corporal, estresse psicologico, infecgdes secundarias, entre outros
(LEUNG, 2004; LIPOZENCIC; LIJUBOJEVIC, 2010).

O tratamento da dermatite atOpica exige cuidado com a pele, identificacdo e
eliminacdo dos fatores de exacerbacdo e o uso de farmacos com propriedades anti-
inflamatdrias. Para a prevencéo deve-se evitar o contato da pele com 14, materiais sintéticos e
alimentos que induzam irritacdo. Dentre as formulac6es, os cremes contendo antiflogisticos,
corticosteroides, inibidores de calcineurina, alcatrdo, capsaicina e antibioticos locais sdo 0s
mais empregados (LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010).

Entre os diversos corticoesteroides utilizados tem-se a betametasona e seus derivados.
O dipropionato de betametasona é um éster derivado da betametasona, o qual é utilizado no
tratamento de doencas de pele devido apresentar acdo antiproliferativa, anti-inflamatoria e
antipruriginosa (BOGUNIEWICZ, 2004; CASTRO et al., 2006; AZULAY, 2008). Entretanto
pode causar efeitos adversos a curto e/ou longo prazo, além de durante sua sintese ou
exposicdo a diferentes meios produzir impurezas (SHOU, 2009).

A fim de minimizar os efeitos adversos das substancias ativas e para agregar as
propriedades os 0leos de origem vegetal vém sendo utilizados, em preparac@es farmacéuticas
e cosméticas, por apresentarem propriedades emolientes, hidratantes, lubrificantes e, em
alguns casos, conferem efeitos terapéuticos devido & presenca de substincias ativas. Além

disso, podem ser utilizados como excipientes em cosméticos e medicamentos, substituindo ou
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reduzindo o uso de compostos sintéticos na formulagio (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000;
RIBEIRO; ESQUIVEL; BERNARDO GIL, 2007). Oleos ricos em acido y-linolénico (dmega-
6) sdo capazes de auxiliar na funcdo da barreira cuténea e influenciar na resposta inflamatoria,
como o 0Oleo de primula, dleo de groselha negra e 6leo de borragem (BROSCHE; PLATT,
2000; FOSTER et al., 2010).

O 6leo de borragem, obtido da semente do Borrago Officinalis L., tem se destacado
por suas propriedades emoliente, diurética e anti-inflamatoria. Além de acido y-linolénico, é
composto por tocoferdis, compostos fendlicos e mais de 60% de &cidos graxos poli-
insaturados. Comercialmente, é encontrado na forma de capsulas oleosas e cremes (SOTO;
CONCHA,; ZUNIGA, 2008).

Na busca de alternativas terapéuticas no desenvolvimento de sistemas coloidais tem-se
utilizado Oleos vegetais para aplicacdo topica, conforme demonstrado por alguns autores
(SANTOS-I\/IAGALHAES et al, 2000; FRIEDRICH et al, 2008; ALMEIDA et al, 2009).
Dentre as vantagens dos nanocarreadores pode-se citar a possibilidade de aprimorar a
liberacdo de substancias ativas em locais especificos, agindo como um sistema carreador de
farmaco. O seu uso em formulacOes toOpicas garante protecdo da area afetada frente a
toxicidade do ativo, prevenindo ou reduzindo possiveis reacdes de sensibilidade. Isso ocorre
devido a diminuicdo do contato direto do farmaco com a regido alvo, além do uso de
concentracbes menores (POHLMANN et al., 2002; SCHAFFAZICK et al, 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A partir do exposto, o presente trabalho foi delineado no sentido de estudar a
viabilidade tecnoldgica de empregar o 6leo de borragem como matéria-prima lipidica para a
preparacdo de formulacdes semissolidas e nanocapsulas poliméricas. Cabe salientar que, até o
momento, ndo ha relatos na literatura sobre o desenvolvimento de formulagdes semissolidas
do tipo creme-gel e hidrogel, bem como nanocapsulas contendo o 6leo em estudo abordando
aspectos relacionados a caracterizacdo fisico-quimica, estabilidade e atividade anti-

inflamatoria.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi verificar a viabilidade tecnoldgica de producdo de
formulacbes semissolidas contendo o 6leo de borragem e sua associa¢do com dipropionato de
betametasona em nanocapsulas, visando sua aplicacdo no tratamento da dermatite atopica.

1.2 Objetivos especificos

o Preparar uma formulagdo semissélida, do tipo creme-gel, contendo o éleo de borragem e
avaliar as suas caracteristicas fisico-quimicas no que se refere ao pH, centrifugacéo,
espalhabilidade, viscosidade e caracteristicas reoldgicas. E avaliar a estabilidade do
creme-gel frente ao diferentes condi¢cdes de armazenamento;

o Preparar nanocapsulas contendo como nucleo oleoso o éleo de borragem associado ou
ndo ao dipropionato de betametasona. E avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e a
estabilidade das nanoestruturas quanto ao teor e eficiéncia de encapsulamento; diametro
médio de particulas, polidispersdo, potencial zeta e pH;

e  Avaliar a fotoestabilidade do dipropionato de betametasona associado as nanocapsulas e
comparar com uma solucdo do farmaco (nédo associado);

e  Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do dipropionato de betametasona a partir da
suspensao de nanocapsulas, utilizando o0 método de saco de dialise;

o Preparar e caracterizar formulacdes semissolidas do tipo hidrogéis contendo as
nanocapsulas. Comparar os perfis de liberacdo in vitro do farmaco a partir dos hidrogeis,
utilizando células de difusdo do tipo Franz;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria das formulacGes semissdlidas desenvolvidas
(convencional e de base nanotecnoldgica) utilizando o modelo de indugdo de tecido

granulomatoso.
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1.1 Dermatite Atopica

A pele é uma interface entre o corpo e 0 meio externo e representa mais de 15% do
peso corpdreo. E um 6rgdo que reveste o organismo e protege os tecidos contra traumas,
desidratacéo e invasdo de microrganismos externos; apresenta terminagdes nervosas sensitivas
e € muito importante na regulacdo da temperatura corporal, excrecdo e absorcdo de
substancias. A composicdo da pele é essencialmente de: camada epitelial superficial —
epiderme, que possui diversos anexos (unhas, foliculos pilossebaceos e glandulas); camada
vascularizada de tecido conjuntivo — derme; e a camada de tecido celular subcutaneo —
hipoderme. O estrato cOrneo, constituinte da barreira epidérmica, pode sofrer alteracdes
devido um fator fisiopatologico primario de algumas doencas (SAMPAIO, RIVITI, 2008;
OLIVEIRA, SANTOS, GUEDES, 2010; SANTOS et al., 2010).

Alteracbes patoldgicas na pele podem ocorrer, causando lesbes, sendo essas
basicamente: degeneracdo, alteracdo metabdlica, proliferacdo, malformacéo, disfuncdo e
inflamacéo. Esses processos podem ocorrer isolada ou combinadamente, ocasionando doencas
cutdneas como psoriase e dermatoses (OLIVEIRA, SANTOS, GUEDES, 2010). As
dermatites sdo caracterizadas por edema, eritema, infiltracdo, vesiculacéo, secrecdo, formacéo
de crostas, escamas, além de prurido minimo, moderado ou intenso. Dependendo do aspecto
apresentado, as dermatites podem ser classificadas em aguda, subaguda ou crénica
(SAMPAIO, RIVITI, 2008).

A dermatite atopica (DA) é uma forma cronica inflamatéria de doenca de pele, que
apresenta prurido intenso e lesdes eczematosas e frequentemente se manifesta agregada a
asma e/ou renite e, casualmente, urticaria (SAMPAIO, RIVITI, 2008; LIPOZENIC,
LJUBOJEVIC, 2010). Em 1925, Cocca definiu-a como uma tendéncia hereditaria para
desenvolver alergia a antigenos alimentares ou inalantes (AZULAY, 2008). Sabe-se que
muitos fatores influenciam na patogénese da DA, como fatores genéticos, mecanismo
imunoldgico e ndo-imunolégico (SAMPAIO, RIVITI, 2008).

A atopia € causada por defeitos em mdltiplos genes, sendo que 30 genes ja foram
identificados (SAMPAIO, RIVITI, 2008). Autores ainda divergem quanto a heranca ser
autossdmica dominante ou recessiva, mas afirmam a importancia dos fatores genéticos na

determinacdo da atopia, juntamente com os fatores ambientais. Sendo estes Ultimos
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exemplificados por alérgenos, irritantes, condi¢cGes climaticas e geogréficas, estrutura
corporal, estresse psicologico, infeccbes secundérias entre outros.

A imunodeficiéncia (IgA e IgM seletivas) esta frequentemente associada a DA. Outra
caracteristica muito importante € a elevada producdo de IgE. O aumento dessa
imunoglobulina pode estar relacionado com a gravidade da doenga e com determinadas
patologias, como asma e renite alérgica. A DA ¢, também, uma consequéncia da resposta
imune tipo 1V e, frequentemente, aparecem linfécitos T CD4+ infiltrados na pele (AZULAY,
2008; LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010). Para esses linfcitos foi verificada a presenca de
resposta proliferativa auto-imune frente as células epidérmicas lesadas e manifestam
citotoxicidade elevada frente a fibroblastos.

Alteraces no metabolismo de acidos graxos, como a diminuicdo dos niveis de acido
y-linolénico e &cido digama-linolénico ocorrem em pacientes com DA, sendo acidos
importantes para a fisiologia e a estrutura da pele (LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010).
Além disso, tais metabdlitos formam produtos de grande potencial para a modulacéo
inflamatoria, imunologica e respostas proliferativas. A deficiéncia de 4cidos graxos essenciais
faz com que a pele fique inflamada, escamosa, com uma maior proliferacdo de células
epidérmicas, atividade metabdlica e formacdo de ésteres de esterol e queratindcitos anormais,
alem de afetar a perda de agua transdérmica (WRIGHT, 1991; HORROBIN, 2000; ZIBOH et
al, 2000).

Alguns estudos mostram que a prevaléncia da dermatite atopica esta ligada a idade de
inicio dos sintomas, sendo dependente da localizacdo geografica, condi¢des climaticas, nivel
socioecondmico e poluicdo. Segundo o International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC) as maiores taxas de prevaléncia foram encontradas nos centros urbanos
da Africa, Austrélia, norte e oeste da Europa; taxas intermediarias na América Latina e Asia
Oriental e taxas menores na China, leste Europeu e Asia Central, sendo que em todas as
regides as criangas sao as mais acometidas pela doenca. No Brasil, de acordo com o ISAAC,
sua prevaléncia é de 10 a 15% da populacdo (CASTRO, 2006; AZULAY, 2008).

A DA manifesta-se em trés estdgios: lactente, infancia e adulto. Cada fase evidencia
reacOes cutaneas agudas, subagudas e/ou crdnicas, sendo que os trés estagios podem estar
presentes no mesmo paciente. Os problemas de pele iniciam a partir do segundo més de vida
(fase lactente), normalmente, nesta fase as lesBes constituem-se de placas eritematosas
descamativas simétricas secas, com papulas foliculares sobre a face. Em 90% dos pacientes o
inicio da doenca d&-se antes do cinco anos (fase infancia), tendo nesse estagio um quadro

clinico modificado com péapulas e placas localizadas nas flexuras de grandes articulacGes, em
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particular no pescoco, cotovelos, punhos, joelhos e tornozelos. A doenca pode desaparecer
por completo nessa fase, mas havendo recidivas ou outras doencas atopicas, devido a fungéo
de barreira cutdnea nunca se recuperar por completo. JA na fase adulta, observa-se
liquenificacdo, evolucdo crbnica e areas espessadas nas flexuras, pescoco e nas palpebras,
com edema facial crénico. A DA tem evolucdo crbnica ou cronica-recidivante, com
regressdes e exarcebacOes das alteragbes de pele, com prurido variavel (SAMPAIO, RIVITI,
2008; LIPOZENCIC; LIJUBOJEVIC, 2010).

Para diagnosticar a dermatite utiliza-se da clinica, através da anamnese,
morfotopografia das lesdes, presenca de prurido, cronicidade e pode ser expressa,
ocasionalmente, quando associada a doencas atopicas respiratorias, aumento de IgE. Para
diagnose diferencial consideram-se outras dermatites eczematosas, psoriase, dermafitoses,
pitiriase rosea, sindrome de hiper-IgE e outras, as quais se manifestam de forma parecida a
dermatite atopica.

O tratamento topico da dermatite atopica é dificultado em lesGes extensas, as quais
necessitam de maior tempo de aplicacdo e, assim, a adesdo ao tratamento pode ocorrer de
forma inadequada (OCHAITA; FERNANDEZ, 2001). Sendo assim, diversas terapias s&o
indicadas: emolientes, antibioticos, 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; BOS; SPULS, 2008; AZULAY, 2008; CARRASCOSA et al., 2009;
LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010). Devido aos seus efeitos adversos (atrofia cutanea,
erupcdes, exacerbacdo de virus ou bactérias), € comum a utilizacdo de terapias alternativas
e/ou sinérgicas como 0 uso de Oleos vegetais, em virtude de suas propriedades emolientes e
hidratantes (BARZEGAR; PRADALIER, 2002; CASTRO et al, 2006; FOSTER et al, 2010).

1.2 Nanoparticulas

Na area farmacéutica alguns obstaculos sdo encontrados na administracdo e absorcédo
cutanea de farmacos e devem ser considerados, tais como: peso molecular e lipofilicidade da
substancia, tipo de formulacdo, o aspecto do estrato corneo e o grau de hidratacdo, as
propriedades fisico-quimicas dos veiculos e substancias ativas, além da interacdo farmaco-
membrana e suas propriedades farmacotécnicas (KALIA; GUY, 2001;VERMA et al., 2003;

PARDEIKE et al., 2009). Para isso ser revertido ou amenizado alguns parametros podem ser
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alterados (coeficiente de particdo, difuséo e solubilidade), a fim de aumentar a absorgéo de
substancias (KALIA; GUY, 2001).

Nesse sentido, muitos estudos vém sendo realizados e uma area que tem sido foco é a
nanotecnologia. Essa apresenta uma importante aplicabilidade na administracdo de farmacos e
ativos cosméticos, tendo como intencdo aumentar a penetracdo de farmacos (ANTON;
BENOIT; SAULNIER, 2008).

Os sistemas nanoestruturados desempenham controle na liberacdo de farmacos de
forma precisa, reprodutivel e segura, bem como alteram a solubilidade da substancia;
melhoram a farmacocinética e a biodistribuicdo de agentes terapéuticos; vetorizam e
acumulam o principio ativo no local de a¢do, minimizando sua toxicidade e ocorréncia de
efeitos colaterais (SCHAFFAZICK et al., 2003; HUYNH et al, 2009; MISHRA;
BHAVESH; TIWARI, 2010). E, ainda, o tamanho reduzido destes sistemas facilita a
incorporagdo em produtos dermatologicos, propiciando uma melhora nas caracteristicas
sensoriais quando aplicados na pele (PERUGINI et al., 2002).

Os nanocarreadores de maior relevancia farmacéutica sdo os lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas, as nanoemulsbes e as nanoparticulas poliméricas (GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007).

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas sélidas coloidais, classificadas em
nanocapsulas e nanoesferas, diferindo na estrutura e composicdo. As nanocapsulas
apresentam uma estrutura vesicular e sdo compostas de um nicleo oleoso envolto por uma
parede polimérica, e o farmaco pode estar disperso ou dissolvido no nucleo, e/ou adsorvido a
parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo estruturas matriciais poliméricas, ndo
possuindo 6leo em sua composicao, podendo o farmaco ficar retido e/ou adsorvido a matriz
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; VAUTHIER, 2009). Atualmente, em virtude de
modificagdes na composicao, foram desenvolvidas nanocapsulas com um nucleo contendo
substancia lipidica sélida (monoestearato de sorbitano), sendo essas designadas por
nanocapsulas de ndcleo lipidico (JAGER et al., 2009; ZANOTTO-FILHO et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas apresentam como vantagens a possibilidade de
melhorar e aumentar a distribuicdo da substancia no local de acédo, e direcionar ao seu sitio
especifico, além de aumentar sua meia-vida e a estabilidade do farmaco frente a luz, oxidacéo,
hidrolise e alteracbes de pH (SAHOO et al, 2007; OURIQUE et al., 2008; WEISS-ANGELI
et al., 2008; FONTANA et al.,2010; FLORES et al., 2011).

Cabe salientar que a escolha do polimero deve levar em consideracdo a via de

administracdo a ser utilizada, a capacidade de encapsulamento, suas caracteristicas
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biodegradaveis e biocompativeis, o pH do meio e o tamanho de particula; e ainda depende do
método de preparacdo e da aplicacdo (CAUCHETIER et al., 2003; ANTON et al., 2008;
MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010; ESMAEILI et al.,, 2011). Sendo os polimeros mais
utilizados densos, rigidos e biodegradaveis, entre 0s quais se destacam os polimeros do acido
latico (PLA), &cido latico-co-glicoico (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL), e poli(acrilato) e
poli(metacrilato) (Eudragits); polimeros de origem natural (quitosana, alginato, gelatina e
albumina); e co-polimeros: poli(latico)-poli(etilenoglicol) (PLA-PEG), poli(latico-co-
glicoico)-poli(etileno glicol) (PLGA-PEG) (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

A parede polimérica tem a capacidade de proteger a substancia ativa da
fotodegradacéo, o que foi observado em alguns trabalhos com benzofenona-3 (ALMEIDA et
al., 2009), rutina (ALMEIDA et al., 2010) tretinoina (OURIQUE et al., 2011), ditranol
(SAVIAN, 2012) e tioconazol (HARTER, 2013), por exemplo. Também confere protecao
frente a volatilizacdo (FLORES et al., 2011) e capacidade em controlar a liberacdo da
substéancia ativa (CONTRI et al., 2011; FONTANA et al., 2011; HARTER, 2013).

A incorporagdo de substancias ativas em nanocapsulas poliméricas esta relacionada,
entre outras, a lipofilia do farmaco e sua afinidade com o ndcleo oleoso. Neste sentido, a
utilizacdo de diferentes Oleos vegetais no desenvolvimento destes sistemas tem despertado
atencdo dos pesquisadores, devido ao interesse sinérgico de suas atividades terapéuticas,
agregado ao papel de nucleo oleoso (ZULFAKAR et al., 2010; RIGO et al., 2011). Além
disso, as diferentes caracteristicas apresentadas pelos &leos podem influenciar nas
propriedades dos nanocarreadores. Dentre elas, verificou-se que a viscosidade do dleo tem
relacdo com o tamanho de particula, como demonstrado em um estudo realizado com 0s 6leos
de oliva, soja e linhaca. O dleo de linhaca, muito menos viscoso e com menor tensdo
interfacial comparado ao 6leo de oliva, formou particulas com didmetro significativamente
menor (FREITAS, 2006). Esmaeili e colaboradores (2011) verificaram que o aumento da
quantidade de 6leo utilizada no desenvolvimento de nanocépsulas levou a um maior tamanho
de particula, tendo em vista o aumento da viscosidade da fase organica. No entanto, alguns
autores afirmam que ndo ha uma relacdo direta entre a viscosidade e o tamanho de particula,
pois outros fatores podem afetar o diametro médio das nanocépsulas poliméricas
(BOUCHEMAL et al., 2004).

Outra caracteristica importante se refere a propor¢cdo de polimero:6leo utilizada na
preparacdo das nanocépsulas e sua influéncia no tamanho de particula. Khoee e Hossainzadeh

(2010) verificaram que diminuindo a razdo polimero/6leo € possivel obter nanocapsulas com
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maior tamanho de particula e com uma maior quantidade de farmaco encapsulada. Resultados
semelhantes foram obtidos por Yu e colaboradores (1993) na preparagdo de nanocapsulas
contendo extrato de camomila quando uma maior quantidade de 6leo foi utilizada. O
encapsulamento do 6leo de peixe foi realizado por Choi e colaboradores (2009) a fim de
minimizar o seu odor e a suscetibilidade a oxidacdo. Os resultados obtidos demonstraram que
a quantidade de 6leo e polimero (PCL ou B-ciclodextrina) influenciou no tamanho médio das
particulas obtidas.

Uma das vantagens associada ao desenvolvimento de nanocépsulas poliméricas
contendo 6leos vegetais reside na possibilidade destes sistemas em estabilizar seus
componentes e/ou substancias ativas. Nanoparticulas contendo como nucleo oleoso os 6leos
de semente de uva e améndoas e benzofenona-3 como substancias modelo foram preparadas,
e os resultados demonstraram que a presenca do filtro solar ndo influenciou na estabilidade do
sistema nanoestruturado. Além disso, o alto teor de &cidos graxos presente nos 0leos,
especialmente do Oleo de semente de uva, influenciou no pH e no potencial zeta da
formulacdo apds seis meses de estudo, tendo em vista a maior presenca de acidos graxos
livres na superficie das particulas (ALMEIDA et al., 2009). Rigo e colaboradores (2011)
desenvolveram nanocépsulas contendo diferentes Oleos vegetais (arroz, soja e girassol) e
observaram que as formulacGes permaneceram estaveis pelo periodo de trés meses de
estocagem e ndo apresentaram potencial genotoxico. Gupta e Ghosh (2012) demonstraram
que a utilizacdo de um antioxidante na preparacdo de nanocapsulas de alginato, contendo
como nucleo oleoso o Oleo de palma, foi significativamente importante para obter
formulacdes mais estaveis.

Dentre as vias de administracdo direcionadas ao desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas se destacam as vias parenteral, oral, oftalmica e topica (SCHAFFAZICK et al.,
2003; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Mais recentemente, a via pulmonar tem
despertado interesse em algumas pesquisas (BECK-BROICHSITTER et al., 2009;
DEVADASU et al., 2012, SINHA et al., 2012;).

A aplicacdo topica destes nanocarreadores é 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 propdsito de romper essa barreira e promover uma liberacdo sustentada/prolongada do
ativo, além de diminuir a irritacdo local provocada pelo farmaco e evitar a absorcao sistémica
através da pele, caracteristicas principais de sua utilizacdo (GUTERRES, 1995; MARCHIORI
et al.,, 2010; NEMEM; LEMOS-SENA, 2011). O polimero poli(e-caprolactona) ¢ o mais
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utilizado para aplicacdo tdpica, por ser biodegradavel, biocompativel e por suas propriedades
mecanicas (KIM; RHEE, 2003). Alem disso, apresentam um excelente potencial de
modificacdo de superficie via transformacdes quimicas e mostrando-se apropriado para o
aprisionamento e a liberagdo de uma ampla gama de agentes terapéuticos (FARAJI; WIPF,
2009).

A utilizagdo das nanocapsulas poliméricas propiciam uma maior distribuicéo e eficacia
para administracdo topica (ALVES et al., 2007; PAESE et al., 2009). Além de vantagens
como a modulacdo da absorcdo transdérmica, a capacidade de adesividade do produto e a
liberacdo homogénea devido a grande area superficial dos sistemas nanométricos. Ainda, para
formulacGes 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; WEISS-ANGELI
et al.,2008).

A incorporagdo desses nanocarreadores em bases semissdlidas (géis ou emulsées)
demonstra outros beneficios relacionados a aplicagdo na pele, os quais podem se acumular no
foliculo piloso, alcangcando as estruturas funcionais mais profundas, onde serdo armazenados
por alguns dias e promover um efeito reservatorio. O que os diferencia das formulagcdes
convencionais, sendo estas de facil remocéo pelo umedecimento, friccdo ou qualquer tipo de
contato do paciente (LADERMANN et al., 2007).

As formulacdes semissdlidas quando tém incorporadas a si esses sistemas, promovem
uma maior estabilidade a eles, devido os carreadores nanoestruturados serem fisico-
quimicamente limitados em sistema aquoso. Também modificam as propriedades reoldgicas,
controlando a viscosidade, o que influencia na espalhabilidade do produto sob a pele
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Além disso, auxiliam na diminuicdo do
eritema, proporcionam maior contato do ativo com o estrato corneo, formam um filme
protetor na superficie da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001); e, ainda, promovem maior
conforto ao paciente pela reducdo da quantidade de administracdes (JIMENEZ et al., 2004).

Estudos a cerca do desenvolvimento de hidrogéis contendo nanocarreadores Sao
descritos 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 tém-se: Carbopol® 940 (MILAO et al., 2003; ALVES;
POHLMANN; GUTERRES, 2005; ALVES et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2010); Pluronic®
F127 (MIAZAKI et al., 2005); Natrosol® 250M (LUENGO et al., 2006); Carbopol® Ultrez
10 NF (MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al., 2011; FONTANA et al., 2011);
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Hidroxipropilmetilcelulose (BATHEJA et al., 2011); Carbopol® 981 NF (SHAH et al., 2012)
e Aristoflex® AVC (SAVIAN, 2012; HARTER, 2013).

1.3 Oleo de semente de Borrago Officinalis L.

A industria farmacéutica tem cada vez mais desfrutado de matérias-primas de origem
vegetal de forma isolada ou combinada, devido suas caracteristicas como adjuvantes
farmacotécnicos e propriedades farmacologicas (NASCIMENTO et al., 2007; HOW,
RASEDEE; ABBASALIPOURKABIR, 2013). Na busca de terapias alternativas para o
tratamento de doencas cutaneas os produtos de origem vegetal denotam das mais variadas
propriedades terapéuticas, proporcionando grandes vantagens para utilizacdo na medicina
convencional (BUCK et al., 1994; SYED et al.,1999; NASCIMENTO et al., 2007). Dentre
essas matérias-primas tém-se 0s 0Oleos vegetais, que por suas propriedades farmacoldgicas
comprovadas ja estdo incorporados em codigos oficiais, como a Farmacopeéia Européia e a
Farmacopéia Britanica (VEIGA JR.; PINTO, 2002; BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os 0Oleos vegetais sao obtidos de sementes, améndoas e frutos de diversas plantas, e
sua composicao é rica em substancias lipidicas. Sendo essas fracdes lipidicas ricas em acidos
graxos essenciais, exercem papel importante no funcionamento e na manutencdo do
organismo. Outras caracteristicas apresentadas pelos 0Oleos vegetais incluem atividade
antioxidante, funcdes vitaminicas, propriedades de emoliéncia e hidratacdo (ISAMIL et al.,
2004; SIGER et al., 2007).

O Borrago officinalis L. € uma planta herbacea anual pertencente a familia das
Boraginaceas, nativa da regido do Mediterraneo, também cultivado no Canadd (ROEDER et
al., 2001; HAFID, 2002). E conhecida por sua acdo antiespasmaddica, antihipertensiva,
antipirética, afrodisiaca, diurética, emoliente, além ser utilizada no tratamento de asma,
bronquite, célicas, diarreia, palpitacbes e doencas renais (GILANI, 2007).

O cultivo da planta da-se pela importancia nutricional e medicinal, sendo a producéo
de suas sementes destinada para a extracdo do 6leo. O dleo de borragem (OB) é rico em
acidos graxos insaturados, dentre eles o mais abundante ¢ o acido y-linolénico (cerca de 30%).
Além deste, apresenta em sua composicao taninos, acido ascorbico, betacaroteno, flavonoides,
alcaloides pirrolizidinicos e 60% de acidos poli-insaturados (LU, 1995; LANGER, 1997;
CUNHA, 2004).

Os alcaldides pirrolizidinicos sdo responsaveis pela hepatotoxicidade e atividade

carcinogénica do Oleo, sendo necessaria cautela no seu uso excessivo ou prolongado
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(LANGER, 1997; HERRMANN et al., 2002; CONFORTI et al., 2008). Além disso, o alto
percentual de acidos poli-insaturados é a principal causa da baixa estabilidade do 6leo, 0s
quais sdo suscetiveis a oxidacdo. Entretanto, apesar de apresentar em sua COmposi¢do
tocoferdis e outros componentes fenolicos, os quais sdo responsaveis em preservar a
qualidade das sementes, o processo de extracdo e as condi¢fes de armazenamento podem
afetar a quantidade de compostos antioxidantes e, com isso, a estabilidade do 6leo. A presenca
de clorofila endégena, um componente secundério, influencia na foto-oxidacdo (SENSIDONI
et al., 1995; KHAN; SHAHIDI, 2002; LU, 2003; SOTO et al., 2008).

Por apresentar uma composic¢do rica em acido y-linolénico (6mega-6), o OB passou
ser de interesse clinico no tratamento de doencas como psoriase, dermatite atdpica, doencas
cardiacas e diabetes. A conversdo do acido y-linolénico, in vivo, ocorre a partir do acido
linolénico, pela ag¢do catalitica da enzima A6-desaturase, que forma o &cido dihomo-gama-
linoléncio e o acido araquiddnico. Porém, essa biossintese ndao ocorre de forma natural na pele
humana devido ha caréncia de enzimas desaturases. O déficit desse metabdlito pode causar
alteracdes cardiovasculares, hidratacdo da pele, agregacdo plaquetaria e hepatica (ENGLER,;
ENGLER, 1998; BROSCHE; PLATT, 2000). Esse é o &cido graxo essencial de maior
importancia no OB e, ainda, pode ser encontrado em dleos vegetais como groselha negra
(Ribes nigrum), framboesa e primula (Oenothera biennis L.). Em comparacdo a esses 0leos,
seu teor no OB é mais elevado, apesar de alguns autores relatarem uma menor eficacia. Alem
disso, a poténcia bioldgica se mostra diferenciada entre os 6leos e ndo héa relacéo direta com a
concentragdo de acido y-linolénico presente (ENGLER, 1993; BARRE, 2001).

Apesar de causar divergéncias quanto a eficdcia para dermatite atdpica, a
suplementagdo dietética de acido y-linolénico, na forma de 6leos, vem sendo estudada. A
literatura reporta alguns trabalhos com o OB, demonstrando o seu potencial em diminuir
sintomas como coceira, exsudacdo, edema e formacdo de vesiculas (ANDREASSI, 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 € significativamente eficaz
no tratamento da dermatite, devido ao aumento de acido digama-linolénico nos eritrocitos.
Em 2000, Brosche e Platt observaram efeitos significativos sob a funcdo de barreira cutanea,
apos administracdo oral do OB 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 &cido
digama-linolénico na membrana de fosfolipidios dos eritrécitos. Em outro estudo, Conforti e

colaboradores (2008) evidenciaram a atividade anti-inflamatdria in vivo de diversos 6leos
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vegetais, incluindo o OB, e sugerem que esse efeito deve-se a presenca de certos compostos
antioxidantes.
Cabe salientar que ndo ha estudos do 6leo de borragem incorporado a formulagdes

semissolidas, porém pode ser encontrado a venda na forma de creme e pomada.

1.4 Dipropionato de betametasona

Os corticosteroides tépicos sofrem, até hoje, modificacdes estruturais para alcancar
uma molécula mais estavel, de maior afinidade com receptores esteroidais, melhor penetracao
na pele e moderacdo dos efeitos secundarios. A poténcia e os efeitos secundarios desses
farmacos estdo relacionados a solubilidade no estrato cdrneo, e sua absorcao cutanea depende
do veiculo o qual sdo incorporados. Devido a isso, tais farmacos sdo classificadas de acordo
com a sua poténcia e o veiculo utilizado, que varia da extremamente alta (classe 1) a mais
baixa (classe 7). A hidrocotisona, precursora dessa classe farmacologica, esta na classe 7; ja o
dipropionato de betametasona (DB) encontra-se na classe 1 (BOGUNIEWICZ, 2004).

O DB (Figura 1) € um éster derivado da betametasona, a qual sofreu modificagcdes em
sua estrutura a fim de melhorar a agdo, mimetizar efeitos secundarios e proporcionar maior
lipofilicidade (AZULAY, 2008). O DB ¢ praticamente insolivel em agua, solubilidade
limitada em alcool e solivel em acetona, cloroférmio e diclorometano, possui massa
molecular de 504,6; logP: 3,66; pKa 12,87. Comercialmente, é empregado em preparacdes
semissolidas (pomadas e cremes) e solucdo injetavel, na concentragdo de 0,64 mg/g

(equivalente a 0,5 mg de betametasona).

Figura 1. Estrutura quimica do dipropionato de betametasona.
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O farmaco apresenta atividades antiproliferativa, anti-inflamatéria e antipruriginosa,
sendo muito utilizado para doengas como dermatite atopica e psoriase. As principais reaces
adversas relatadas para o dipropionato de betametasona compreendem: erupgdes cuténeas,
atrofia da pele, irritacdo, prurido. O uso prolongado pode desenvolver dermatite alérgica de
contato, hipopigmentacdo e supressdo do hipotalamo-hipofise-adrenal (BOGUNIEWICZ,
2004; CASTRO et al., 2006).

Além disso, a presenca de impurezas decorrentes do seu processo de sintese ou pela
exposicdo a condicBes alcalinas ou &cidas pode gerar produtos de degradacéo,
comprometendo a sua utilizacdo (SHOU, 2009). Em 2009, Lin e colaboradores identificaram
0 isdmero dipropionato de lumibetametasona, obtido por fotoinducdo, a partir de uma solugéo
do farmaco.

Devido as caracteristicas e efeitos adversos, o0 DB pode estar associado a outros
farmacos (antifingicos, analgésicos, antibioticos) ou a produtos naturais. A associa¢do do
dipropionato de betametasona com o acido salicilico auxilia na penetracdo do farmaco na pele
(SHOU, 2009). Zulfakar e colaboradores (2010) demonstraram que o 0leo de peixe, além de
aumentar a distribuicdo do farmaco na pele, contribuiu para a reducdo da inflamacao, devido a
producdo de mediadores inflamatorios menos potentes e a inibicdo de enzimas inflamatorias
da pele. Sendo assim, a associacdo desse Oleo é vantajosa por propiciar uma diminuicdo da
dose dos corticoesterdides.

A associacdo do dipropionato de betametasona a nanocarreadores € relatada na
literatura. Em 2009, Ishihara e colaboradores desenvolveram nanoparticulas hibridas
constituidas de copolimero (PEG-PLA) e acido 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, de diametro médio de particula na faixa de 140 a 180 nm

e 0s quais proporcionaram uma melhor penetracao do farmaco na pele.
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CAPITULO 1: DEVELOPMENT AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF
GEL-CREAM CONTAINING BORAGE OIL
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SUMMARY

Skin diseases affect hundreds of people around the world and some of these have no effective
curative treatment, but only palliative treatment, as atopic dermatitis. The treatment of this
skin disorder is mainly performed with antiphlogistic, corticosteroids and antibiotics. As
alternative, vegetable oils with anti-inflammatory and emollient activities can be used. So, the
aim of this work was to develop a gel-cream containing borage oil as an alternative therapy
for treating inflammatory skin disorders. The gel-cream was evaluated in relation to
physicochemical characteristics and stability studies, during 30 days, at 25 and 40 °C.
Additionally, the in vivo anti-inflammatory activity was studied by the induction of
granulomatous tissue method. The formulation showed adequate pH value (5.6), spreadability
factor of 3.23 + 0.19 mm?/g, and non-Newtonian behavior, presenting plastic characteristics
and thixotropy. In stability evaluation, a small change was observed after the storage period.
The in vivo assay suggested that the oil could be effective in inhibiting inflammation.

Keywords: anti-inflammatory; atopic dermatitis; borage oil; gel-cream.
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INTRODUCTION

The skin is characterized by a barrier that acts monitoring its permeability, and this
barrier has as its main constituent of the stratum corneum may be changed due to a primary
pathophysiological factor in some diseases, such as atopic dermatitis and psoriasis*. Atopic
dermatitis is a chronic skin disease characterized by intense itching and skin inflammation?®,
It is suggested that one of its etiopathogenesis is due to disorders of essential fatty acids, since
it was blocking an enzyme 6-desaturase. This enzyme is responsible for the maintenance of
skin integrity and immunomodulatory activity’. Seeking alternative therapies not aggressive
to the skin, studies using vegetable oils have been made.

Researches on vegetable oils have been widely designed in the pharmaceutical and
cosmetic industries since their emollient, moisturizer, lubricant, antioxidant, and vitamin
functions characteristics. Furthermore excipients can be used, reducing or replacing the use of
synthetic products®®. The presence of lipid substances rich in essential fatty acids provides
important properties of these oils"®.

The y-linolenic acid (omega-6) is an essential fatty acid, which is present in various
vegetable oils, such as soybean oil, fish oil, evening primrose oil and borage 0il**. This
component attaches the ability for oils to assist in skin barrier function and influences the

inflammatory response'**2. It

is because the omega-6 is able to form products
(dihomogamalinolenic acid and arachidonic acid), which are important mediators of the
inflammatory response, are converted to prostaglandins and thromboxanes by ciclogenases™.

The borage oil, obtained from the seed of Borago officinalis L. (native plant of the
Mediterranean), has in its composition omega-6 abundantly (30%)*****>*°. Hence oil usage in
diseases, such as atopic dermatitis, psoriasis, heart disease and diabetes. Furthermore, it is
composed of flavonoids, ascorbic acid, betacarotene, pyrrolizidine alkaloids and
polyunsaturated fatty (60%), substances responsible for antispasmodic, anti-hypertensive,
anti-pyretic, anti-inflammatory, diuretic, emollient oil***4*:1",

Though differences in efficacy, studies have shown expressive results in reducing
itchiness, exudation, edema and vesicle formation after the use of borage oil'®*%!8:,
Significant effects were seen under the skin barrier function and the treatment of atopic
dermatitis after oral administration of the oil, resulting in increased digama-linolenic acid and

y-linolenic acid in the phospholipid membranes of erythrocytes'®

. For the purpose in
demonstrating anti-inflammatory activity of different vegetable oils, a study carried out
Conforti et al (2008)?* noted the efficacy of borage oil, which was credited to the presence of

antioxidants.
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Based on this, this paper aims to develop of the semisolid formulation (gel-cream)
containing borage oil. The formulation was evaluated in relation to physicochemical
characteristics and stability against different storage temperatures. The assay of induction of

granulomatous tissue was performed to evaluate the anti-inflammatory activity of oil.

MATERIAL AND METHODS
Material

The borage oil was obtained from the World of Oils (Brasilia, DF, Brazil); non-ionic
self-emulsifying (Polawax®), Carbopol® Ultrez 10NF and imidazolidinyl (Germal® 115) were
acquired from Delaware (Porto Alegre, RS, Brazil); propyleneglycol was purchased from
Proquimios (S&o Paulo, SP, Brazil). All other chemicals were pharmaceutical grade chemicals

and were used as received.

Preparation of semisolid formulations

Gel-cream containing borage oil (GCgo) and a formulation without the oil (GC — gel-
cream base) were prepared, in triplicate. The oil phase (consisting of nonionic self-
emulsifying wax and borage oil) and water phase (ultrapure water and propyleneglycol) was
mixture, separately. The phases were maintained in heating (70 °C) to dissolve the
components, and after reaching a temperature of 40 °C, the Carbopol Ultrez solution was
added. After dispersion of the polymer, imidazolidinylurea solution and triethanolamine were
added. The quali-quantitative composition of the formulations was described in Table 1. The
formulations were prepared in triplicate, placed in double-walled plastic bottles and stored at
room temperature (25 £ 2 °C) and climate controlled chamber (temperature 40 £ 2 °C and

humidity 75 + 5 %), over a period of 30 days.



36

Table 1. Qualitative and quantitative composition of the gel-cream containing borage oil
(GCgo) and gel-cream base (GC)

Components Amount (%)

GCso GC
"Polawax® 5.0 5.0
'Borage oil 3.0 -
“Propylenoglycol 1.5 1.5
Ultrapure water g.s.p. 100.0 g g.s.p. 100.0 g
*Carbopol® Ultrez 10 NF 5% 6.0 6.0
*Imidazolidinylurea solution 50% 0.6 0.6
*Triethanolamine 0.15 0.15

(1) Oil phase; (2) Aqueous phase; (3) Gel phase; (4) Complementary phase.

Physicochemical characterization and stability of the semisolid formulations

After preparation, the formulations were characterized in relation to physicochemical
characteristics, and the stability was evaluated for a period of 30 days.
Macroscopic analysis

The formulations studies were evaluated in relation to their organoleptic
characteristics, such as color, odor and appearance.
Determination of pH

For the determination of pH, a potentiometer previously calibrated with buffer
solutions pH 4.0 and 7.0 was used. The samples were diluted in distilled water, in the
concentration of 10% (m/m). The results were expressed by mean of three determinations.
Centrifugation test

The physical stability of the formulations was evaluated using 5 g of the samples, and
centrifuged at 3000 rpm, during 30 minutes®.
Spreadability test

The spreadability was determined at room temperature, according to the parallel plate
method?®. For the test, a plate glass mold was placed on a supporting glass plate. The sample
was introduced into the plate hole-mold (1cm) and the surface was leveled. The mold plate
was carefully removed and glass plates of known weight were placed over the sample. In
intervals of one minute, the images were captured using the desktop scanner?”. The ImajeJ
software (Version 1.47, National Institutes of Health, USA) was used to calculate the spread

areas obtained from the scanned images. The spreadability factor (Sf) was calculated (n=3)
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and expresses the capacity expansion of a formulation on a flat surface when one gram of
added weight is about the same, according to the equation:
Sf=A/W

Where: Sf (mm?/g) is the spreading factor; A = maximum spread area, and W = total weight
added.
Viscosity and rheological properties evaluation

The viscosity and rheological behavior of the formulations were evaluated using a
rotational viscometer Brookfield model LVDV-II+Pro, with a sensor SC4-25 and small
sample adapter. The analyses were made at 25 + 2 °C, using a water bath thermostated, and 4
points were recorded using a shear rate interval of 0.22 s. The results were analyzed with
the Rheocalc software (V3.1-1 version, Brookfield Instruments, UK) and, in order to establish

the non-Newtonian behavior, different flow models were analyzed: Bingham (t = t + ny),

05, .05 05
Y

Casson (T=1, 1 ), Ostwald (t = ky") and Herschel-Bulkley (t = 1, + ny"), where 7 is
the shear stress, 1, is the yield stress, # is the viscosity, « is the consistency index, n is the flow

index and v 1s the shear rate.

In vivo anti-inflammatory activity

The induction model of the granulomatous tissue formation was accomplished by
following protocol described by Bastos et al (2007)%, with adaptations. For the assay, male
rats were used. The animals were divided into groups of six animals each, and were
anesthetized intraperitonial with 100 uL of xilazin (Syntec, Cotia, SP, Brazil) and 100 uL of
ketamin (Syntec). Lengthwise incision was carried on the backs of animals and one cotton
pellet (previously sterilized and weighing 5 mg) was introduced subcutaneously. This incision
was sutured closed using surgical sutures and treatment was initiated the next day. Rats were
treated topically with semisolid formulations (GCog and GC). The treatment occurred by a
period of six days by applying daily 50 mg of gel-cream at the incision site for 30 seconds.
On the seventh day, the animals were sacrificed. The cotton pellet was removed and dried at

40 °C for 24 h, and their weight determined and reduced the initial value.

Statistic analysis
The results were expressed in terms of mean and standard deviation (SD, n=3). The
statistical analysis of the results was carried out through the variance analysis (ANOVA), with

the significance level of 5%.
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RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical characterization and stability of the semisolid formulations

Pharmaceutical preparations, gel-cream type, are products with lower fat and gives a
less greasy appearance, being better accepted by the consumer?®. So the choice of this
pharmaceutical form for the development of this work.

The formulations (GCog and GC) presented white color, characteristic odor of the
excipients and homogeneous aspect. The organoleptic properties were maintained throughout
the storage period, and did not present changes regardless of different storage temperatures.

The test centrifugation is employed to accelerate phenomena such as creaming,
flocculation, coalescence and phase separation that otherwise would occur during storage?’.
The centrifugal force, which formulations studied were submitted, did not promote its
physical instability after preparation and during 30 days.

The pH analysis is important because this reveal changes that may occur during the
storage period, to ensure compatibility between the components of the formulation and also to
prevent skin irritation?®. The gel-cream containing the borage oil (GCgo) showed pH value
acceptable to topical application and remained during the period of storage (p>0.05).
Moreover, the presence of oil in the gel-cream provided significant decrease in pH (p<0.05)
this can be explained by the presence of fatty acid composition of the oil (30% of y-linolenic
acid) (Table 2).

Table 2. pH values of the semisolid formulations (n = 3, mean £ SD)

Formulations pH
Time 0* 30 days
25°C 40 °C
GC 6.04 £ 0.05 6.03£0.12 6.00 + 0.05
GCos 5.63+0.11 577+0.11 5.65+0.10

*: 24 h after preparation.

The spreadability study of topical formulations aims to predict the behavior of
semisolid after applying a given force, and is related to the application of the site of action?’.
Moreover, this test evaluates the stability of formulations for detecting changes in the
consistency of the products. Semisolid topical formulations have been studied using this test

to evaluate their stability?**°.
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The spreadability values on the weight were plotted graphically, as represented in
Figure 1. In order to assess the influence of storage conditions in relation to this characteristic,
the spreadability factor was calculated for each formulation (Table 3).
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Figure 1. Graphical representation of spreadability (Ei) versus weight (g) for the gel-cream

base (GC) and gel-cream containing borage oil (GCgo) after preparation.

In relation to spreadability areas, difference between the semisolid formulations was
observed. The presence of borage oil in the gel-cream increased the spreadability area when a
weight above 149.57 g was added. The spreadability factor values for gel-cream base (GC)
and gel-cream containing borage oil (GCgo) were 2.23 + 0.08 and 3.23 + 0.19 mm‘/g,
respectively, and significant difference (p<0.05) was verified for the semisolid formulations.
During the storage period at 25 and 40 °C, the spreadability factor decreased significantly
compared after preparation (p<0.05). The values obtained were: 2.12 + 0.09 and 2.03 + 0.04
mm?/g for GC, and 2.53 + 0.07 and 2.31 * 0.21 mm?g for GCgo, at 25 and 40 °C,
respectively. This can be explained by loss suffered through water formulations, according to
experimental test (date not showed).

Other factor studied, which also evaluates the spreadability and adhesion of the skin
formulations, is the evaluation of rheological properties. This predicts the behavior of the
formulations, assists in processing the product, is related to the removal of the filling and
packaging material, with product acceptability by the user and the stability of the

sample?®31%_ Viscosity is a measure that evaluates the performance of the product over time
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and determines the appropriate fluidity or consistency, and indicates whether there is adequate
stability®.

Based on the results obtained, the gel-creams showed non-Newtonian flow behavior,
not having a direct linear relationship between the shear stress and the shear rate applied™.
Moreover, the formulations showed thixotropy desirable property to obtain a better removal
of the packaging material and provide better spreadability®*. The rheograms (Figures 2) were
analyzed by mathematical parameters and the model that best describes the flow of the gel-
creams was Casson (correlation higher than 0.97). This model has a yield value to start the
flow of molecular layers and describes the plastic behavior of systems®”.

According to the Casson model, the viscosity (n) and yield value (1o) of the gel-creams
were calculated. It was shown that the presence of oil influence significantly the viscosity of
the formulations (p<0.05) and the same was observed for the yield values (Table 3). After the
storage period at 25 °C, the gel-cream containing the borage oil showed a significant increase
in viscosity (p > 0.05), confirming the results obtained in spreadability. This difference was
not observed in the formulation without oil, and it is confirmed that the oil causes changes in
the consistency of the gel-cream. Due to the high water content lost in the formulations, the
viscosity determination after the storage period of 30 days at 40 °C, cannot be performed in

accordance with the parameters set forth in the analysis.
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Figure 2. Rheograms of the gel-cream base (GC) and gel-cream containing borage oil (GCgo).
(A) After preparation; (B) After 30 days at 25 °C.
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Table 3. Values of viscosity () and yield (to) of the gel-cream base (GC) and gel-cream
containing borage oil (GCgo) after preparation and 30 days of storage at 25 °C (n = 3; mean *
SD)

Formulations 1 (mPa.s) 70 (Pa)
Time 0* 30 days Time 0* 30 days
GC 18643 + 2888 22913 = 3024 241 £ 27 307 £ 17
GCos 8569 + 68 20231 £ 99 348 +9 294+ 10

*: 48 h after preparation.

Antiinflammatory activity

In this work, the anti-inflammatory activity of the gel-cream containing borage oil was
evaluated according to the induction of granulomatous tissue model. This test is used for
evaluating the activity of anti-inflammatory reliably, because the cotton pellet is able to
interfere with the proliferative components of the inflammatory process®’. The granuloma
formation at the site in which the cylinder was implanted initially involves the accumulation
of fluid and protein material with neutrophil infiltration. On the sixth day the granuloma is
characterized by the formation of a vascularized fibrous capsule containing fibroblasts and
infiltrating mononuclear cells; therefore, to interpret the results the lower fibrous capsule
higher the anti-inflammatory effect of the active substance®®*"*®. The weight of the
granuloma and the percentage of its formation were evaluated after six days of treatment with

semisolid formulations (Table 4).

Table 4. Anti-inflammatory activity of the gel-cream containing the borage oil (GCgo) and

gel-cream base (GC) (n = 6; mean + SD)

Formulations Mean weight of the Inhibition of granuloma
granuloma (mg) formation (%)

GC 63.36 £ 4.59 -

GCsgo 37.82 £5.00 58.87 +4.99

The gel-cream containing the borage oil (GCpg) showed activity and a significant
difference in anti-inflammatory activity when compared to the gel-cream base (p<0.05)
(Table 4). In the group treated with the GCog was observed a decrease of 38.87% of the

weight of granuloma formed in relation to control group (treated with GC). These results
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corroborate previous studies on the anti-inflammatory action of borage oil, which

demonstrated that the oil in its original form was able to reduce inflammation in humans?*?,

CONCLUSION

In this work it was possible to obtain a semisolid preparation (gel-cream) containing
the borage oil with satisfactory physicochemical characteristics to topical application:
appropriate pH value, satisfactory rheological conditions. In addition, the in vivo anti-
inflammatory activity was evaluated and has confirmed the efficacy of borage oil against

inflammatory reactions.
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CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO DE HIDROGEIS DE NANOCAPSULAS
DE NUCLEO LIPIDICO CONTENDO OLEO DE BORRAGEM E DIPROPIONATO
DE BETAMETASONA

2.1 Apresentacéo

O tratamento topico de desordens cutineas vem sendo cada vez mais explorado uma
vez que oportunizam um direcionamento da substancia ativa no local de acdo, além de ser
uma terapia ndo-invasiva. Todavia, 0 estrato cOrneo atua como uma barreira frente a
penetracdo de farmacos ou substancias, sendo assim a penetracdo cutanea um grande desafio
no desenvolvimento de formulacdes topicas (SCHAFER-KORTING, MEHNERT &
KORTING, 2007). Para aumentar a biodisponibilidade e modular a penetracdo cutanea de
substancias tem-se buscado novas estratégias, dentre as quais destacam-se 0s sistemas
nanoestruturados.

Assim, o presente capitulo aborda o desenvolvimento e a caracterizacéo fisico-quimica
de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo 6leo de borragem e dipropionato de
betametasona para o tratamento de dermatite atdpica. Foram realizados os estudos de
fotodegradacdo e liberagdo in vitro do farmaco a partir das suspensfes coloidais.
Adicionalmente, avaliou-se a incorporagdo dos nanocarreadores em hidrogéis (Carbopol®
Ultrez e Cellosize®), sendo realizada a caracterizagdo fisico-quimica e o perfil de liberago in
vitro do farmaco a partir das formulac6es semissolidas em estudo. Ainda nesse capitulo, sera
apresentado o estudo in vivo realizado com os hidrogéis, através de método de inducédo de

tecido granulomatoso.
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1 INTRODUCAO

A dermatite atopica é uma doenca inflamatdria cronica da pele, caracterizada por
lesGes eczematosas e coceira intensa, e geralmente associada com outras doengas, como rinite,
asma e urticaria (RAMOS-E-SILVA; CASTRO, 2010). O aumento da producdo de IgE, a
imunodeficiéncia (IgA seletiva e IgM), o aparecimento de linfocitos T CD4+ na pele e a
prejudicada imunidade celular sdo fatores causais da doenga, somados a fatores ambientais e
genéticos. Ainda, alteraces no metabolismo dos acidos graxos foram observadas em
pacientes com dermatite atopica, com uma reducdo nos niveis de acido y-linolénico (6mega-6)
e &cido digama-linolénico. Estes acidos sao importantes para a estrutura e a fisiologia da pele,
produtos com elevado potencial para a modulagdo da inflamag&o, respostas proliferativas e
imunologicas (LEUNG, 2004; LIPOZENCIC; LJUBOJEVIC, 2010; RAMOS-E-SILVA,;
CASTRO, 2010).

O tratamento mais utilizado para a dermatite atopica € o emprego de corticosterdides
(dipropionato de betametasona, propionato de clobetasol, desonida, hidrocortisona,
dexametasona, entre outros), antibiéticos, imunomoduladores, macrolideos, ciclosporina, anti-
histaminicos e o uso de fototerapia (SANTOS et al., 2010). Cabe salientar que a terapia com
corticosteroides tem desvantagens pelo perfil dos farmacos, que podem provocar atrofia da
pele, erupcles, exacerbagdo de virus ou de bactérias (RAMOS-E-SILVA; CASTRO, 2010).
Para contornar estes efeitos, o uso de Oleos vegetais com propriedades emolientes e
hidratantes constitui uma alternativa, os quais, dependendo de suas propriedades terapéuticas,
podem atuar sinergicamente com os farmacos.

Os 0leos vegetais ricos em dmega-6 sdo capazes de auxiliar na funcdo de barreira da
pele e influenciar na resposta inflamatéria, como o éleo de borragem, o 6leo de groselha preta
e 0 6leo de primula (BROSCHE; PLATT, 2000; FOSTER et al., 2010). O dleo de borragem,
obtido das sementes de Borago officinalis L., apresenta propriedades emoliente, antipirética,
diurética e anti-inflamatoria. A sua constituicdo é rica em acidos graxos essenciais, sendo
mais abundante o acido y-linolénico (cerca de 30%), além de um elevado grau de acidos poli-
insaturados (que faz com que seja susceptivel a oxidacdo) e a presenca de tocoferois e outros
componentes fendlicos (SOTO; CONCHA; ZUNIGA, 2008). Para o tratamento de doencas da
pele (psoriase e dermatite atdpica), o 6leo de borragem demonstrou resultados satisfatorios,
utilizado isoladamente ou em combinacdo com farmacos (ANDREASSI, 1997; ENGLER,
1993; BROSCHE; PLATT, 2000; BARRE, 2001; CONFORTI et al., 2008; LINNAMAA et
al., 2010; FOSTER et al., 2010).
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A nanotecnologia tem sido descrita como uma alternativa para minimizar os efeitos
adversos, proteger a substancia ativa de fendmenos externos, promover uma liberacdo
controlada e direcionar o farmaco para o local de acdo (SCHAFFAZICK et al., 2003;
MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010). Entre os sistemas nanoestruturados de interesse
farmacéutico se destacam as nanocapsulas poliméricas, as quais apresentam estrutura
vesicular, constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo,
geralmente oleoso, onde farmaco pode ser disperso ou dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido
a parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; VAUTHIER, 2009). Devido modificacbes
na composicdo, nanocapsulas com um ndcleo hidrofébico contendo uma substéncia lipidica
solida (monoestearato de sorbitano) foram desenvolvidas, sendo essas designadas por
nanocapsulas de nucleo lipidico (JAGER et al., 2009; ZANOTTO-FILHO et al., 2013). A
presenca do 0leo pode influenciar nas caracteristicas do sistema, como tamanho de particulas
e indice de polidisperséo, e auxiliar na sua estabilidade (FREITAS, 2006; ZULFAKAR et al.,
2010; KHOEE & HOSSAINZADEH, 2010; ESMAELLI et al., 2011; RIGO et al., 2011).

A inclusdo de nanoparticulas em bases semissolidas (géis ou emulsdes) é uma opcao
para ultrapassar os obstaculos apresentados pelos sistemas nanoestruturados. As formulagdes
buscam proporcionar protecdo topica para a area exposta da toxicidade e irritacdo, e também
influencia nas propriedades reoldgicas e espalhabilidade do produto a ser aplicado sobre a
pele (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A fim de agregar as vantagens demonstradas pelos sistemas nanoestruturados e 0 uso
de Oleos vegetais, este estudo foi delineado no sentido de preparar suspensbes de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo 6leo de borragem associado ou ndo ao dipropionato
de betametasona, propondo-se, também, ao desenvolvimento de formulacdes semissélidas do
tipo hidrogéis contendo as nanocapsulas em estudo e avaliar a atividade anti-inflamatdria in

vivo das preparacdes em modelo de inducdo de tecido granulomatoso.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O 6leo de borragem foi obtido 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);
hidroxietilcelulose (Cellosize® QP-100) e imidazolidinylurea (Germal® 115) foram

comprados da Delaware (Porto Alegre, Brasil); o Carbopol® Ultrez 10NF foi adquirido da
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Fragon (S&o Paulo, Brasil); o dipropionato de betametasona foi obtido da Valdequimica
Produtos Quimicos Ltda (Sdo Paulo, Brasil); acetonitrila grau cromatografico foi obtida da
Tedia (Sdo Paulo, Brasil). Os demais solventes e reagentes foram de grau analitico ou

farmacéutico e foram usados como recebidos.
2.2 Preparagdo e caracterizagao fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas

2.2.1 Teste de inchamento/dissolu¢do do polimero

Para o teste, filmes de, aproximadamente, 0,03 g de PCL foram obtidos com auxilio de
prensa hidraulica (Hydraulic Press P30000, Bovenau, Brasil), durante 5 minutos a 5
toneladas. Cada filme foi exatamente pesado e em seguida imerso no 6leo de borragem
(volume de 2 mL) (n = 3). Em intervalos de tempo de 1, 3, 7, 15 e 30 dias, os filmes foram
retirados do contato com o 6leo (com auxilio de pinga), secos em papel absorvente e, em
seguida, novamente pesados (WEISS-ANGELLI et al., 2008).

2.2.2 Preparacao das suspensdes nanoestruturadas

As suspensdes de nanocépsulas de ndcleo lipidico contendo dipropionato de
betametasona (NCog-DB) foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial de polimero
pré-formado, proposto por Fessi e colaboradores (1988). Para tal, uma fase organica composta
por um tensoativo de baixo EHL (Span® 60), o polimero (PCL), o 6leo de borragem (OB) e o
farmaco foram dissolvidos em acetona, sob agitacdo de uma hora e aquecimento a
temperatura de 40 °C. Apds, esta solucdo foi injetada em uma fase aquosa composta por um
tensoativo de alto EHL (Tween® 80) e mantida sob agitacdo magnética moderada durante 10
minutos. A suspensdo foi concentrada em evaporador rotatorio, a fim de obter uma
concentracdo de 0,5 mg/mL de betametasona. Suspensdes de nanocapsulas sem o farmaco
(NCog) foram, também, preparadas e avaliadas para comparacdo. Todas as formula¢fes foram
preparadas em triplicata e acondicionadas em frascos de vidro ambar para posterior analise. A

composicao quali-quantitativa das suspensdes esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao quali-quantitativa das suspensdes de nanocépsulas.

Componentes Quantidade*

NCos-DB NCos
Dipropionato de betametasona 16 mg** -
Oleo de borragem 458 mg 458 mg
PCL 250 mg 250 mg
Span® 60 95,7 mg 95,7 mg
Acetona 132,5 mL 132,5mL
Tween® 80 191,5 mg 191,5 mg
Agua UP 132,5 mL 132,5mL

* equivalente a 25mL.

**: equivalente a 12,5 mg de betametasona.

2.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes coloidais

As nanocépsulas de nucleo lipidico contendo 0leo de borragem, com e sem farmaco,
foram avaliadas em relacéo as suas propriedades fisico-quimicas. As analises foram realizadas
em triplicata, para cada lote de formulagéo.

A determinacdo do didmetro médio das particulas e do indice de polidispersdo (PDI)
foi realizada por espectroscopia de correlacéo de fotons, em Zetasizer® (ZEN 3600, Malvern
Instruments), a temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas em agua ultrapura, na
proporcao de 1:500 (v/v). A determinacdo do potencial zeta foi realizada por mobilidade
eletroforética, no mesmo equipamento empregado para a avaliacdo do tamanho das particulas,
apos diluicdo das amostras em solucdo de NaCl 10 mM (1:500, v/v).

O pH foi determinado diretamente nas suspensdes, utilizando potenciémetro
previamente calibrado (Seven Easy, Mettler Toledo, Brasil) com solu¢bes tampéo de pH 4,0 e
7,0.

As nanocapsulas foram avaliadas em relacdo a morfologia das particulas por
microscopia eletronica de transmissdao (MET) (Jeol, JEM 1200 ExII, Centro de Microscopia
Eletrénica da UFRGS, Brasil). Para a analise, as suspensdes foram diluidas em agua ultrapura
(10 x, v/v), depositadas no grid de amostras e tratadas com acetato de uranila (2%). Apds,
foram armazenadas em dessecador (24 h) para posterior analise.

O teor de betametasona nas nanocapsulas foi determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando um cromatdgrafo Shimadzu LC-20A, composto por
bomba LC-20AT e detector de fotodiodo (PDA) SPD-M20A. A fase mdvel foi constituida
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pela mistura de acetonitrila:dgua (65:35, v/v); fluxo isocratico de 1,0 mL/min e detec¢do a
254 nm. Empregou-se uma coluna Luna® C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex,
Torrance, EUA) e pré-coluna do mesmo fabricante (4,0 x 2,0 mm, 5 pum). O volume de
injecdo foi de 20 pL. As condi¢des cromatograficas seguiram as recomendacbes da
Farmacopéia Britdnica (2010) e o método foi validado seguindo os parametros de
especificidade, linearidade, preciséo e exatiddo (ANVISA, 2003; ICH, 2005). Para a extracao
do farmaco, uma aliquota das nanocéapsulas (200 uL) foi diluida em acetonitrila (a fim de
obter uma concentracdo de 10 pg/mL de betametasona), submetida a sonicacdo por 10
minutos e, apds, o volume do baldo foi completado com o0 mesmo solvente. A solucdo foi
filtrada em membrana de celulose regenerada (0,45 um) e injetada no cromatografo.

A quantidade de farmaco associado as nanocépsulas (eficiéncia de encapsulamento)
foi determinada no ultrafiltrado por CLAE, ap0s a separagdo das nanocapsulas pela técnica de
ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon® Ultra 10.000 MW, Millipore, Bedford, EUA). Uma
quantidade de 400 pL das suspensdes foi utilizada e submetida a ultrafiltracdo-centrifugacéo,
a 2.200 xG durante 10 min. A eficiéncia de encapsulamento foi calculada a partir da diferenca

entre a concentracdo total do farmaco e a concentracdo no ultrafiltrado (concentracdo livre).

2.2.4 Avaliacéo da estabilidade a temperatura ambiente

As suspensdes de nanocépsulas com e sem farmaco (NCog-DB e NCpg) foram
avaliadas em relacdo a sua estabilidade a temperatura ambiente. Os testes empregados
compreenderam: pH, determinacdo do didametro médio das particulas, polidispersao, potencial
zeta e teor de farmaco. As andlises foram realizadas em intervalos de tempo de 7 e 15 dias

ap6s a sua preparacao.

2.2.5 Estudo de fotodegradacéo

Para o estudo, a suspensdo de nanocapsulas contendo o farmaco (NCog-DB) foi
exposta a luz ultravioleta artificial UVC (Phillips TUV - UVC longa vida, 30 W). As
amostras (1,0 mL) foram colocadas, individualmente, em cubetas transparentes fechadas
(Brand® ultra-micro UV-Cuvettes, 12,5 mm x 45 mm x 12,5 mm) e expostas & radiacdo em
camara espelhada (1 m x 25 cm x 25 cm). Uma solucdo do farmaco (0,64 mg/mL, equivalente
a 0,5 mg/mL de betametasona) em acetonitrila (S-DB) foi empregada para comparagdo. Em
intervalos de tempo de pré-estabelecidos, uma aliquota de 600 pL de cada amostra foi
coletada e diluida em acetonitrila, conforme especificado na determinagdo do teor de farmaco,

e a concentracdo de betametasona foi determinada por CLAE. A fim de eliminar a
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possibilidade de degradacdo térmica, amostras protegidas da luz (controle escuro) foram,
também, avaliadas.

Para determinar a cinética de degradacdo do farmaco, os dados obtidos foram plotados
em graficos de concentracdo de betametasona versus tempo (reacdo de ordem zero), logaritmo
da concentracdo de betametasona versus tempo (reacdo de primeira ordem) e inverso da
concentracdo de betametasona versus tempo (reacdo de segunda ordem). A constante de
velocidade de degradacdo (k) e o tempo de meia-vida foram calculados (NUDELMAN, 1975;
SINKO, 2006).

2.2.6 Avaliacao do perfil de liberagdo in vitro das nanocépsulas nucleo lipidico contendo
dipropionato de betametasona

A liberacdo in vitro do farmaco a partir das nanocapsulas foi realizada empregando a
técnica de difusdo em sacos de dialise (MWCO = 12,000-14,000 Da, Sigma-Aldrich
Corporation, MO, EUA), utilizando agua:etanol (70: 30, v/v) como meio de liberacdo. Para
comparagdo, uma solucdo do dipropionato de betametasona em acetonitrila (0,64 mg/mL,
equivalente a 0,5 mg/mL de betametasona) foi, também, avaliada. Os sacos de dialise
(contendo 1,0 mL das amostras em estudo) foram colocados em béqueres contendo 150 mL
de meio de liberacdo, mantidos sob agitacdo magnetica a uma temperatura de 35 °C. Em
tempos predeterminados, aliquotas de 1,0 mL de meio foram coletadas, repondo-se 0 mesmo
volume de meio fresco. A concentracdo do farmaco liberado foi determinada por CLAE, de
acordo com as condicGes analiticas utilizadas para a determinacdo do teor de betametasona.
Devido a baixa concentracdo de farmaco no meio de liberacdo, uma nova validacdo do
método foi realizada (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco foram analisados por modelagem
matematica (MicroMath Scientist® para Windows ™), utilizando os seguintes modelos
dependentes: ordem zero, monoexponencial, biexponencial e Lei das Poténcias. O modelo
apropriado foi escolhido com base no melhor coeficiente de correlagdo (r), maior critério de

selecdo (MSC) e melhor configuracao gréafica.

2.3 Formulagtes semissolidas

2.3.1 Preparacao e caracterizacao fisico-quimica das formulacGes
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Para a preparagdo das formulacdes semissdlidas contendo as nanoestruturas foram
escolhidos dois tipos de polimeros formadores de gel: carbdmero (Carbopol® Ultrez 10NF,
carater anionico) e hidroxietilcelulose (Cellosize® QP-100, caréter ndo-iénico).

A preparacéo do gel com Carbopol® Ultrez foi realizada pela dispersao do polimero na
suspensdo de nanocépsulas, contendo o conservante (imidazolidiniluréia), sob agitacéo por 10
minutos. Apos, a trietanolamina foi adicionada para a formacéo do gel. Para a preparagédo do
gel contendo hidroxietilcelulose, o polimero foi disperso na suspensdo de nanocéapsulas, sob
agitacdo por duas horas. Para a preparacdo dos géis contendo o farmaco ndo associado,
primeiramente o dipropionato de betametasona foi dissolvido em etanol (sete gotas) e apos,
juntamente com o polimero, foram dispersos em agua.

Os hidrogéis foram nomeados da seguinte forma: G1-NCog-DB (hidrogel de
Carbopol® Ultrez contendo nanocapsulas de 6leo de borragem e dipropionato de
betametasona); G1-NCog (hidrogel de Carbopol® Ultrez contendo nanocépsulas de 6leo de
borragem); G1-DB (hidrogel de Carbopol® Ultrez contendo dipropionato de betametasona
ndo associado ao nanocarreador); G2-NCog-DB (hidrogel de Cellosize® QP-100 contendo
nanocapsulas de 6leo de borragem e dipropionato de betametasona); G2-NCog (hidrogel de
Cellosize® QP-100 contendo nanocépsulas de 6leo de borragem) e G2-DB (hidrogel de
Cellosize® QP-100 contendo dipropionato de betametasona ndo associado ao nanocarreador).

A composicdo quali-quantitativa dos hidrogeis se encontra nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Composicéo quali-quantitativa dos hidrogéis preparados com Carbopol® Ultrez
10NF

Componentes Quantidade (g)*

G1-NCos-DB G1-NCos G1-DB
NCos-DB 24,675 - -
NCos - 24,675 -
DB - - 0,016
Carbopol® Ultrez 0,125 0,125 0,125
Imidazolidiniluréia 0,150 0,150 0,150
Agua ultrapura - - 24,675
Trietanolamina 0,05 0,05 0,05

* Quantidade relativa a 25 g de hidrogel.
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Tabela 3. Composicdo quali-quantitativa dos hidrogéis preparados com Cellosize® QP-100

Componentes Quantidade (g)*

G2-NCpp-DB G2-NCop G2-DB
NCos-DB 24,475 - -
NCos - 24,475 -
DB - - 0,0016
Natrosol® 0,375 0,375 0,375
Imidazolidiniluréia 0,150 0,150 0,150
Agua ultrapura - - 24,475

* Quantidade relativa a 25 g de hidrogel.

2.3.2 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

Os hidrogeis foram avaliados em relagdo as suas propriedades fisico-quimicas,
compreendendo: analise macroscépica (cor, odor e aspecto), teor de farmaco, pH, avaliacdo
da presenca das nanoestruturas, determinagdo da espalhabilidade, viscosidade e
comportamento reolégico.

Para a extracdo do farmaco dos hidrogéis, uma aliquota das amostras (200 mg) foi
dispersa em acetonitrila (10 pg/mL de betametasona) e a solucéo foi colocada em sonicador
durante 10 minutos; apds, o volume foi completado com o mesmo solvente e a solucdo foi
levada a centrifugacdo por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi separado e filtrado em
membrana de celulose regenerada (0,45 um) para posterior analise por CLAE. As condicdes
cromatograficas seguiram as descritas para quantificacdo do farmaco nas nanocapsulas (item
2.2.3). O método analitico foi validado de acordo com os parametros de especificidade,
linearidade e precisdo. A exatiddo do método foi inferida tendo em vista os resultados obtidos
na validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo do farmaco nas nanocapsulas
(ICH, 2005).

Para a determinacdo do pH foi utilizado um potenciémetro previamente calibrado
(Seven Easy, Mettler Toledo, Brasil) com solucdes tampédo de pH 4,0 e 7,0. Os hidrogéis
foram dispersos em agua (10%, m/m) e os resultados foram expressos pela média de trés
determinacdes.

A fim de verificar a presenca das nanoestruturas nos hidrogéis, o tamanho médio de
particulas foi determinado por espectroscopia correlacdo de fétons (Zetasizer® ZEN 3600,
Malvern Instruments). As amostras foram dispersas em &gua ultrapura (1:500, m/v) e

mantidas sob agitacdo por 30 minutos e apos centrifugadas por 10 minutos.
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A avaliacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a metodologia proposta
por Borguetti e Knorst (2006) e modificada por Rigo e colaboradores (2013). Para o teste,
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, a placa molde foi removida e placas de vidro de peso conhecido
foram colocadas, individualmente, sob a amostra, em intervalos de um minuto. Em cada
tempo de andlise, a imagem obtida foi capturada com auxilio de digitalizador (Rigo et al.,
2013). O software ImajeJ (Verséo 1.47, National Institutes of Health, EUA) foi utilizado para
calcular as areas obtidas a partir das imagens digitalizadas. Para elucidacdo dos resultados, 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
(equagéo abaixo). As analises foram realizadas em triplicata, a temperatura ambiente.

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

P = peso total adicionado

A avaliacdo da viscosidade e do comportamento reologico dos hidrogeis foram
realizadas com auxilio do viscosimetro rotacional Brookfield modelo LVDVII+ Pro
(Middleborough, Estados Unidos), com adaptador para peguenas amostras e sensor de
cisalhamento SC4-25. As andlises foram realizadas a temperatura de 25 + 2 °C, e quatro
(0,022 a 0,154 s™) e oito (0,22 a 1,76 s™) pontos diferentes foram registrados, em intervalos de um
minuto, para os hidrogéis de Carbopol® Ultrez e Cellosize® QP-100, respectivamente. Os
resultados foram analisados com auxilio do software Rheocalc (V3.1-1 versdo, Brookfield
Instruments, UK), afim de estabelecer o comportamento de fluxo das formulacdes, de acordo
com o0s seguintes modelos: Bingham (t = t + 1y), Casson (t = 10°° + n%%y*®), Ostwald (t =
ky") e de Herschel-Bulkley (t = t0 + ny"), onde t é a tensdo de cisalhamento, 10 ¢ a tensdo de
cisalhnamento limite, n é a viscosidade, k é o indice de consisténcia, n é o indice de fluxo ey é

a velocidade de cisalhamento.

2.3.3 Estudo de liberacao in vitro do farmaco a partir dos hidrogéis
Para o estudo utilizaram-se células de difusdo verticais do tipo Franz (n = 6), com area

de difusdo de 1,77 cm? e volume de meio receptor de 7,0 mL. A composicdo do meio receptor
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foi solucdo de etanol:dgua (30:70), atendendo as condigdes sink, o qual foi mantido a
temperatura de 35 £ 1 °C e sob agitagdo constante (3.000 rpm). Uma membrana de dialise
(porosidade 12.000-14.000 Da, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi empregada como
barreira de liberacdo (ANDRADE et al., 2014). Na superficie da membrana 0,5 g de cada
formulacédo foi cuidadosamente espalhada e em intervalos de tempo pré-determinados (0,5; 1,
4, 6 e 8 horas), aliquotas do meio receptor foram coletadas (200 pL), repondo-se 0 mesmo
volume de meio fresco. A concentragdo de farmaco liberado foi determinada por CLAE,
utilizando as condi¢des cromatogréficas descritas no item 2.2.6.

O perfil de liberacdo in vitro do farmaco foi analisado pela modelagem matematica

(MicroMath Scientist® para Windows ™), utilizando o modelo de Higuchi.

2.3.4 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria dos hidrogéis foi realizada de acordo com o modelo de
inducdo da formacédo de tecido granulomatoso, descrito por Bastos e colaboradores (2007),
com adaptacdes. Para o ensaio, ratos Wistar (aproximadamente 250 g) foram empregados e
divididos em grupos de seis animais. Cada animal foi anestesiado com 100 pL de xilazina
(Syntec) e 100 pL de quetamina (Syntec) para injecdo intraperitonial. Uma inciséo
longitudinal foi realizada no dorso dos animais e um pellet de algoddo (previamente
esterilizado e pesando 5 mg) foi introduzido por via subcutanea. A incisdo foi fechada com
suturas cirurgicas e o tratamento foi iniciado no dia seguinte. Os ratos foram tratados
topicamente com os hidrogéis contendo as nanocapsulas (G1-NCpg-DB, G1-NCpg, G2-
NCos-DB e G2-NCpg) e com o farmaco nédo associado (G1-DB e G2-DB) por um periodo de
seis dias, pela aplicacdo diaria de 50 mg da formulacdo no local da incisdo, durante 30
segundos. No sétimo dia, os animais foram sacrificados, o pellet de algoddo foi removido e

seco a 40 °C, durante 24 h. Apds, o seu peso foi determinado e comparado ao peso inicial.
2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. A analise estatistica foi
realizada pela analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, a um nivel de
significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de inchamento/dissolugdo do polimero
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As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares formadas por um nucleo, geralmente,
oleoso, envolto por uma camada de polimero, e para se obter uma estrutura estavel é essencial
que o Oleo ndo dissolva o polimero, pois a incompatibilidade destes componentes pode
acarretar na formacdo de micelas (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Neste trabalho, realizou-se, de forma inédita, a preparacdo de nanocépsulas de PCL
contendo como nucleo o dleo de borragem, e o teste de inchamento/dissolucdo do polimero
foi realizado a fim de verificar a influéncia do 6leo sob o polimero. Durantes 30 dias os filmes
poliméricos foram mantidos em contato com o 6leo e mantiveram o seu peso inicial (0,0286 +
0,001 g, p>0,05) (Figura 1), confirmando que o 6leo de borragem ndo interagiu com o
polimero. Com este resultado foi possivel empregar o 6leo na preparagdo de nanocépsulas,
visando a sua associagcdo com dipropionato de betametasona.
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Figura 1. Peso dos filmes poliméricos (n = 3).

3.2 Caracterizagdo fisico-quimica e estudo estabilidade das nanocapsulas de nucleo
lipidico

ApoOs a preparacdo, a analise macroscopica das suspensdes revelou que todas
apresentaram aspecto leitoso, homogéneo, opalescente com reflexo azulado (efeito Tyndal),
relacionado ao movimento browniano dos sistemas coloidais (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Considerando os resultados, observou-se que as formulacbes apresentaram tamanho
nanométrico de particulas (210 £ 3 nm e 185 = 3 nm para NCos-DB e NCopg,
respectivamente) e indice de polidispersdo abaixo de 0,10 (NCog-DB: 0,05 + 0,04; NCog:
0,06 + 0,02), o que configura a homogeneidade dos sistemas. Esses valores encontrados para
o tamanho de particulas corroboram com estudos ja realizados, utilizando o0 mesmo método de
preparacdo (BERNARDI et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009;



57

FLORES et al.,, 2011; HARTER, 2013). Na figura 2 estdo apresentados os resultados da
analise de distribuicdo do tamanho médio das particulas. A presenca do farmaco resultou em
um leve aumento no didmetro médio das particulas (p<0,05), resultado que esta em acordo
com alguns estudos, como verificado para o tioconazol (HARTER, 2012) e clotrimazol
(SANTOS et al., 2013).
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Figura 2. Distribuicdo do tamanho de particulas das nanocépsulas, analisadas por
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espectroscopia de correlacdo de fotons. (A) NCog-DB; (B) NCog.

No que se refere a caracterizacdo da superficie das particulas, o potencial zeta das
nanocapsulas foi determinado (Figura 3). As nanocépsulas preparadas com o Oleo de
borragem, com e sem o farmaco, apresentaram valores negativos (-16,6 £ 1,1 mV e -9,3 £ 1,2
mV, respectivamente). Estes valores negativos estdo de acordo com outros trabalhos descritos
na literatura para nanocépsulas preparadas com PCL e polissorbato 80 (OURIQUER et al.,
2008; FLORES et al., 2011; SAVIAN, 2012; HARTER, 2013). Cabe salientar que o potencial
zeta das nanoparticulas esta relacionado com a natureza quimica do polimero e do pH do meio
(MORA-HUERTAS et al.,, 2010). O farmaco aumentou, em mddulo, o potencial zeta

(p<0,05), podendo este efeito estar relacionado a natureza fracamente acida do farmaco.
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Figura 3. Distribuicdo do potencial zeta das nanocépsulas poliméricas, analisadas por
mobilidade eletroforética. (A) NCog-DB; (B) NCop

O pH das formula¢Ges mostrou-se ligeiramente acido (6,0-6,2), devido, especialmente,

a presenca do 6leo, o qual é constituido por &cidos graxos, e do polimero. A presenca do



58

farmaco o valor de pH em comparagdo com a nanocépsulas sem o mesmo, possivelmente pela
natureza fracamente acida do dipropionato de betametasona.

A andlise morfoldgica das nanocépsulas foi realizada por MET e as fotomicrografias
obtidas estdo ilustradas na figura 4. As imagens demonstraram que as nhanocapsulas
apresentam formato esférico e os didmetros encontrados foram semelhantes aos obtidos por

espalhamento dindmico de luz.
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Figura 4. Imagens por MET das nanocapsulas poliméricas. (A) NCog-DB (150,000 x; bar =
200 nm); (B) NCog (150,000 x; bar = 200 nm)

Para a quantificacdo do teor de betametasona nas nanocapsulas o método analitico foi
validado. A especificidade do método foi confirmada pela pureza do pico especifico (indice
de pureza de pico = 1,000) e auséncia de picos adicionais no cromatograma das solucées
obtidas com as nanocépsulas sem o farmaco. O método se mostrou linear na faixa de
concentracdo de 1,0 a 40,0 pg/mL (y = 49039x - 25662; r>= 0,9997). A analise estatistica
demonstrou regressao linear significativa (Fcaiculado = 13233,74 > Fiapelado = 4,96) € ndo haver
desvio de linearidade (Fcaiculado = 3,02 < Fiapelado = 3,71). O método foi considerado preciso
(DPR de 1,31 e 1,98 para a repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente) e exato
(% de recuperacdo = 99,98 + 1,34) de acordo com as condic¢des analiticas empregadas.

O teor de betametasona foi préximo ao valor teérico (0,50 = 0,03 mg/mL), indicando
que ndo houve perda de farmaco durante o processo de preparacdo das nanocapsulas. A
eficiéncia de encapsulamento foi de, aproximadamente, 100%. Comparando este resultado

com outro tipo de sistema nanoestruturado, as nanocapsulas de nicleo lipidico desenvolvidas
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nesse trabalho apresentaram uma taxa de associagcdo maior que os lipossomas desenvolvidos

por Gillet e colaboradores (2011).

As nanocapsulas foram avaliadas em relacdo a estabilidade a temperatura ambiente,

por um periodo de 15 dias. Os resultados obtidos estdo representados nas figuras 5 e 6 e na

tabela 4.
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Figura 5. Representacédo grafica do tamanho medio das particulas e do indice de polidisperséo

(PdI) das suspensdes de nanocapsulas contendo 6leo de borragem (NCog) e dipropionato de

betametasona (NCog-DB) determinados no estudo de estabilidade a temperatura ambiente.
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Figura 6. Representacdo grafica do potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas contendo

Oleo de borragem (NCog) e dipropionato de betametasona (NCog-DB) determinados no

estudo de estabilidade a temperatura ambiente.
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Tabela 4. Valores de pH obtidos para as suspensdes de nanocépsulas de nacleo lipidico
contendo 6leo de borragem (NCog) e dipropionato de betametasona (NCog-DB) apos

preparacdo (tempo zero) e 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente (n = 3, média +

)

Tempo (dias) NCos NCos-DB
0 6,23 + 0,04 6,06 + 0,08
7 5,85+ 0,09 552+0,13
15 512 £0,23 5,13 +0,22

Durante o periodo de armazenamento, as NCog Ndo apresentaram mudancas em
relacdo ao didmetro e polidispersdo (p>0,05); entretanto, para a nanocapsula contendo o
farmaco (NCog-DB) se verificou uma diminuigéo significativa (p<0,05) nestes parametros em
relacdo aos valores iniciais, porem, o valor de Pdl foi inferior a 0,13, demonstrando a
manutencdo da homogeneidade dos sistemas durante 15 dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Em relacdo ao potencial zeta, apdés o sétimo dia de armazenamento, uma
diminuicdo em modulo foi verificada (p<0,05).

O pH das nanoestruturas diminuiu significativamente (p<0,05) ap0s 0s primeiros sete
dias de armazenamento, o que pode ser explicado pela provavel hidrélise das cadeias dos
triglicerideos presentes no 0leo, resultando em um aumento na concentracdo de acidos graxos
livres e, também, pela hidrélise ou relaxamento das cadeias do polimero (CALVO et al.,
1996; SCHAFFAZICK et al.,, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2008). O teor de farmaco,
parametro importante para a avaliacdo da estabilidade, permaneceu constante e préximo ao

valor teorico (0,5 mg/mL de betametasona) (p>0,05).

3.3 Estudo de fotodegradacao

O estudo de fotodegradacéo foi realizado para observar a capacidade de fotoprotecao
das nanocapsulas em proteger, bem como verificar possiveis reacGes de degradacdo que
possam ocorrer neste processo. As formulacbes foram expostas a luz UVC, uma fonte mais
energética, com o objetivo de acelerar a velocidade das reacdes e reduzir o tempo do
experimento. Cabe salientar que na literatura ndo héa relato de estudo de degradacédo para o
dipropionato de betametasona nas condi¢cGes empregadas.

Os resultados obtidos estdo expressos na figura 7. O teste foi realizado até se obter
aproximadamente 60% de degradacdo do farmaco, a fim de determinar a ordem e a cinética

de degradacéo.
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Figura 7. Teor residual de betametasona em fungdo do tempo apds exposicdo da solucdo do

farmaco em acetonitrila (S-DB) e nanocapsulas de nucleo lipidico (NCos-DB) a luz UVC.

Analisando os resultados verificou-se a influéncia das nanocapsulas de nucleo lipidico
na protecdo do farmaco frente a luz UVC, resultado que estd em acordo com estudos
realizados com a tretinoina (OURIQUE et al., 2008), benzofenona-3 (ALMEIDA et al., 2009)
e tioconazol (HARTER, 2013). Ao final do experimento (10 h), 61% do farmaco degradou a
partir da suspensdo de nanocapsulas, enquanto que para a solucdo do farmaco, uma
degradacéo de 58% foi observada em 2 h. Essa maior estabilidade das nanoestruturas pode ser
explicada pela presenca do polimero (PCL), o qual é capaz de refletir e espalhar a radiacéo
UV e assim proporcionar uma maior protecdo do farmaco frente a luz (JIMENEZ et al.,
2004). Cabe destacar que as amostras protegidas da luz (controle escuro) ndo apresentaram
reducdo da concentracdo de betametasona, mantendo o seu teor proximo a 100%,
demonstrando que ndo houve influéncia da temperatura na degradacdo do farmaco. Lin e
colaboradores (2009) demonstraram a formacdo de um produto de degradacéo, dipropionato
de lumi-betametasona, a partir do estudo de fotoisomerizacdo induzida por luz artificial UVC
de uma solucéo de dipropionato de betametasona, caracterizando e identificando mudancas no
anel-A através de cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massas e ressonancia
magnética nuclear.

De posse dos resultados, a cinética de degradacdo do farmaco a partir das
nanocapsulas e da solucdo foi estimada de acordo com o melhor coeficiente de correlacao (r).
Tanto as nanoestruturas quanto a solu¢do do farmaco livre apresentaram cinética de primeira
ordem, demonstrando que a velocidade de reacdo depende da concentracdo da substancia

ativa. A partir da ordem encontrada a constante de degradacéao (k) e o tempo de meia vida (t..)
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foram calculados. O tempo de meia vida do dipropionato de betametasona quando
encapsulado foi de 7,18 h (k = 0,0965 + 0,003 h™) e quando em solugdo de 1,5 h
(k = 0,4617 + 0,003 h™). Ou seja, as nanocépsulas foram capazes de aumentar 4,8 vezes o

tempo necessario para que a concentracdo do farmaco reduzisse em 50%.

3.4 Avaliacao do perfil de liberacgéo in vitro do dipropionato de betametasona

Uma das vantagens das nanoparticulas é a sua capacidade em controlar a liberagdo das
substancias ativas e, com isso, proporcionar doses constantes destas no local de acdo. Neste
trabalho, o estudo de liberacdo do dipropionato de betametasona a partir das nanocapsulas de
nlcleo lipidico foi realizado em comparacdo com a uma solucdo do farmaco (ndo associado
ao nanocarreador). A partir dos resultados pode-se verificar a capacidade das nanocéapsulas
em modificar a liberagcdo do farmaco quando comparadas com a solucdo deste em acetonitrila
(Figura 7). Em 12 h praticamente 80% do farmaco foi liberado a partir das nanocapsulas,

enquanto que para a solucdo, se verificou uma liberacdo de, aproximadamente, 100%.
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Figura 8. Perfil de liberacédo in vitro do dipropionato de betametasona a partir da suspenséo de

nanocapsulas (NCog-DB) e solucdo em acetonitrila (S-DB).

A partir da modelagem matematica, determinou-se o perfil de liberacdo do
dipropionato de betametasona, e 0 modelo monoexponecial (r>0,99) é o que melhor descreve
a liberacdo do farmaco a partir das amostras analisadas (NCog-DB: k = 0,12 + 0,01; S-DB:
k = 0,14 + 0,00). A equacdo de primeira ordem (monoexponencial) indica que a liberacdo do
farmaco ocorre em um Unico estagio e ndo apresenta uma liberacdo inicial rapida ou efeito

burst. Até o tempo de duas horas ndo se obteve diferenga na quantidade de dipropionato de
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betametasona liberada pela solucéo e pela NCog-DB (p>0,05); entretanto, apds esse periodo, a
formulacéo do farmaco nanoencapsulado possibilitou uma menor liberagdo do mesmo.

O tempo de meia-vida foi calculado e pode-se observar que as nanoestruturas
mantiveram uma liberacdo do farmaco mais lenta em relacéo a respectiva solu¢do (NCog-DB:
t, =6,83+0,72; S-DB: t, = 4,74 £ 0,06).

O mecanismo de liberagdo foi avaliado pela lei das poténcias (Power Law), a qual
estabelece valores limites para o expoente de liberacdo (n): n = 0,43 indica difusdo Fickiana;
0,43<n<0,85 corresponde a transporte anémalo, e n>0,85 esta associado com transporte caso
I1. O valor obtido para as nanocapsulas foi 0,67, indicando um transporte andémalo, o que
significa que a liberagdo do farmaco é controlada pelo relaxamento das cadeias do polimero
seguido da difuséo do dipropionato de betametasona.

3.5 Hidrogéis

Os hidrogéis foram preparados a fim de contornar dificuldades previstas pelas
formulacdes aquosas, e ainda, a escolha por dois polimeros formadores de gel deve-se as
diferentes caracteristicas apresentadas por esses. Os carbdmeros (Carbopol®) sdo polimeros
sintéticos derivados do &cido acrilico, de carater anionico, e diferentes tipos sdo encontrados
(Carbopol® 934, Carbopol® 940, Carbopol® 980, Carbopol® Ultrez, entre outros). Neste
trabalho optou-se pela escolha do Carbopol® Ultrez tendo em vista sua maior facilidade de
dispersdo e seu uso ja conhecido na preparacdo de hidrogéis contendo nanocapsulas
poliméricas, conforme demonstrado em alguns trabalhos (MARCHIORI et al., 2010;
FONTANA et al, 2011; OURIQUE et al., 2011). Além deste, empregou-se a
hidroxietilcelulose (Cellosize®), e devido a sua natureza ndo-ibnica, o mecanismo de
liberacdo das matrizes a partir deste € independente do pH, além de apresentar menor
toxicidade e potencial de irritacdo.

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica dos hidrogéis encontram-se na
Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica dos hidrogéis contendo
nanocépsulas de dipropionato de betametasona (G1-NCog-DB e G2-NCog-DB), nanocépsulas
sem o farmaco (G1-NCog € G2-NCopg) € hidrogel contendo o farmaco ndo associado (G1-DB
e G2-DB) (n = 3, média = s).

FormulacGes pH Fe* Diametro médio  Teor (mg/mL)
(nm)
G1-NCos 5,95+ 0,01 2,13 +0,12 227 £ 4 -
G1-NCos-DB 5,88 £ 0,15 2,55+0,14 224 £5 0,499 + 0,003
G1-DB 5,86 £ 0,02 3,09+0,13 480 + 6 0,499 + 0,001
G2-NCos 6,01 £ 0,04 512 +£0,15 194 +2 -
G2-NCos-DB 6,13 £ 0,07 5,34 £ 0,10 193+3 0,499 + 0,003
G2-DB 6,05 + 0,04 5,79+ 0,08 257 +4 0,499 + 0,002

G1: hidrogel de Carbopol® Ultrez; G2: hidrogel de Cellosize®.

*: fator de espalhabilidade

Os hidrogéis apresentaram coloracdo branca (géis contendo as suspensdes de
nanocapsulas com e sem farmaco) e incolor (geis contendo o farmaco ndo associado), odor
caracteristico dos constituintes da formulacdo e aspecto homogéneo. O pH dos hidrogéis
apresentou valores levemente acidos (5,8-6,2) e na faixa aceitavel para aplicacdo topica, ndo
se observando mudancas em relacdo as suspensdes. Esse resultado esta em acordo com o
estudo realizado por Fontana e colaboradores (2011), no qual nanocépsulas de propionato de
clobetasol foram incorporadas em hidrogéis de Carbopol® Ultrez e ndo apresentaram
mudancas no pH. Hidrogéis de Carbopol® Ultrez contendo nanocépsulas de dexamentasona
foram desenvolvidos e foi evidenciado que o pH nédo foi influenciado pela incorporacdo das
nanocapsulas (MARCHIORI et al., 2010).Ainda, diferengas entre os polimeros geleificantes
foram verificadas (p<0,05), o que pode ser devido a sua natureza quimica.

Em relacdo ao tamanho médio das particulas apds dispersdo dos hidrogéis em agua, 0s
valores encontrados mantiveram-se na faixa nanométrica e proximos aos observados para as
suspensdes originais (210 £ 3 nm e 185 £ 3 nm para NCpg-DB e NCog, respectivamente).
Géis de Carbopol® Ultrez contendo propionato de clobetasol apresentaram nanocapsulas
intactas, apos incorporacdo (FONTANA et al., 2011). O teor de betametasona nos hidrogéis
ficou proximo ao valor teérico (0,5 mg/g).

As preparagdes semissolidas desenvolvidas neste trabalho foram avaliadas em relagdo

a espalhabilidade, viscosidade e comportamento reoldgico, caracteristicas importantes para
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aplicacéo topica. A espalhabilidade busca predizer o comportamento da formulagdo apés certa
forca aplicada e esta relaciona a aplica¢do no local de acdo, além de avaliar a estabilidade do
produto em relacdo a possiveis alteracdes (GARG et al., 2002; BORGHETTI & KNORST,
2006). Para sua avaliacdo, o fator de espalhabilidade das formulac6es foi calculado (Tabela
5). De posse dos resultados verificou-se que os géis de Cellosize® apresentaram maior area de
espalhabilidade em relacéo aos géis preparados com Carbopol® Ultrez (p<0,05). Além disso,
a presenca do farmaco aumentou significativamente o fator de espalhabilidade, para ambos os
hidrogéis (p<0,05). Este resultado corrobora com os obtidos por Fontana e colaboradores
(2011) na avaliagdo da espalhabilidade de hidrogéis contendo nanocépsulas de propionato de
clobetasol.

O comportamento reolégico de formulagcdes semissolidas influencia na
espalhabilidade, retencdo e tempo de contato com a superficie da pele, sendo fundamental na
avaliagéo da qualidade final do produto (BATHEJA et al., 2011). As caracteristicas reologicas
foram avaliadas utilizando um viscosimetro rotacional e os resultados estdo demonstrados na
figura 8. As formulagGes desenvolvidas neste trabalho apresentaram comportamento de fluxo
ndo-Newtoniano, pois ndo se observou relacdo linear entre os valores de tensdo de
cisalhamento e velocidade de cisalnamento. Além disso, todos os hidrogéis adequaram-se ao
modelo de Herschel-Bulkley (r>0,98; n<1), o qual descreve o comportamento pseudoplastico
dos mesmos. Sistemas de comportamento pseudoplastico demonstram uma diminuicdo da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento (KIM et al., 2003). Quando o produto
sofre uma tensdo as moléculas tendem a se desembaracar, alinhando-se na direcdo do fluxo,
proporcionando, assim, menor resisténcia ao fluxo e, esse fato, aliado a liberacdo de dgua que
estava aprisionada, contribui para a diminuicdo da viscosidade (AULTON, 2005). Outros
trabalhos demonstraram o mesmo comportamento de fluxo quando nanocapsulas poliméricas
foram incorporadas em géis de Carbopol® Ultrez (FONTANA, et al., 2011; OURIQUE et al.,
2011)
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Figura 9. Reogramas dos hidrogéis contendo nanocapsulas de dipropionato de betametasona
(G1-NCog-DB e G2-NCpg-DB), nanocéapsulas sem o farmaco (G1-NCog e G2-NCog) €
hidrogel contendo o farmaco ndo associado (G1-DB e G2-DB) (n = 3, média * s).

Os valores de indice de fluxo (n), consisténcia (k) e tensdo de cisalhamento limite (to)
foram calculados (tabela 8) e diferencas entre os hidrogéis preparados com 0 mesmo polimero
ndo foram verificadas; entretanto, os hidrogéis de Carbopol® Ultrez apresentaram valores
mais elevados quando comparados aos hidrogéis de Cellosize®, corroborando com os
resultados obtidos no teste espalhabilidade.

Comparando os indices de consisténcia das formulacbes, os géis preparados com o
polimero Carbopol® Ultrez apresentaram valores maiores em relagdo aos géis de Cellosize®
(p<0,05), e essa maior consisténcia esta relacionada a propriedade de doador de viscosidade
que os 4&cidos carboxivinilicos apresentam (PAESE et al., 2009). Ainda, o indice de
consisténcia de ambos hidrogéis aumentou com a incorporacdo das nanoestruturas. Em
relacdo ao valor de cedéncia, a partir dos resultados € possivel perceber a necessidade de uma
tensdo de cisalhamento inicial maior para os hidrogéis de Carbopol® Ultrez, o que corrobora

com o seu valor de consisténcia e viscosidade elevados.
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Tabela 6. Valores de indice de fluxo (n), indice de consisténcia (k) e tensdo de cisalhamento
limite (to) para os hidrogeéis contendo nanocépsulas de dipropionato de betametasona (G1-
NCos-DB e G2-NCpg-DB), nanocéapsulas sem o farmaco (G1-NCog € G2-NCog) € hidrogel
contendo o farmaco ndo associado (G1-DB e G2-DB) (n = 3, média = s).

Formulacéo n k (mPa.s) 10 (Pa)

G1-NCos 0,98 + 0,20 171351 + 3054 334,1+£10,2
G1-NCos-DB 1,00 £ 0,15 143961 + 2975 263,3+139
G1-DB 0,90+0,12 126447 + 2226 178,1+14,8
G2-NCos 0,29 £ 0,15 77135 = 4054 126,5+12,6
G2-NCps-DB 0,32 £ 0,45 60800 = 2778 118,7 19,8
G2-DB 0,28 £0,10 56150 * 2381 1158+ 7,3

3.5.1 Estudo de liberagéo in vitro do farmaco a partir dos hidrogéis

Neste trabalho, um estudo de liberacdo in vitro do dipropionato de betametasona foi
realizado, empregando como barreira a membrana de dialise (porosidade de 12,000 a 14,000
Da, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). O estudo foi conduzido utilizando doses infinitas
(aproximadamente, 500 mg de formulacdo). A partir dos resultados verificou-se que,
independente do polimero formador de gel utilizado, o farmaco ndo associado aos
nanocarreadores apresentou maior liberacdo quando comparados as formulagdes contendo as
nanocapsulas poliméricas (Figura 9). Apos 8 horas de ensaio, a formulacdo G1-NCpg-DB
promoveu a liberacéo de 9,99 + 0,45 pg/cm? (7,0%) e a G2-NCog-DB de 11,32 + 1,23 pg/cm?
(8,0%); as formulacdes contendo o farmaco nédo associado (G1-DB e G2-DB) liberaram 12,27
+ 1,29 pg/cm? (8,6%) e 12,52 + 1,36 pg/cm? (8,8%), respectivamente. Com os resultados
evidencia-se que o tipo de polimero geleificante ndo influenciou na liberacdo do farmaco
(p>0,05).
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Figura 10. Perfil de liberacdo in vitro do dipropionato de betametasona a partir dos hidrogéis
em fungédo do tempo (h).

Através da modelagem matematica, de acordo com o modelo de Higuchi, as
constantes de velocidade foram calculadas (G1-NCog-DB: 1,92 + 0,23 h™; G1-DB: 2,51 +
0,16 h™; G2-NCog-DB: 1,93 + 0,37 h™ e G2-DB: 2,55 + 0,40 h™). Os valores obtidos para 0s
hidrogéis contendo as nanocapsulas foram significativamente inferiores aos hidrogeis
contendo o farmaco ndo associado ao nanocarreador (p<0,05), demonstrando que os sistemas
foram capazes de diminuir a velocidade de liberacdo do dipropionato de betametasona a partir
dos hidrogeis. Além disso, pode-se confirmar que a presenca do polimero influenciou na
liberacdo do farmaco. Ainda, o tipo de polimero empregado para a preparacdo do gel ndo
influenciou na constante de velocidade do farmaco (p>0,05). Esses resultados corroboram
com outros trabalhos que demonstraram a capacidade das nanocapsulas em controlar a
liberacdo do farmaco a partir de hidrogéis (MARCHIORI et al., 2010; FONTANA et al.,
2011; HARTER, 2013).

3.5.2 Inducdo da formacdo de tecido granulomatoso

Com o objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatéria topica dos hidrogéis e a
influéncia das nanocépsulas na acdo do farmaco, o ensaio de formacdo de tecido
granulomatoso foi realizado, através da implantacdo de um pellet de algoddo no dorso do
animal. O tratamento, realizado durante seis dias, foi iniciado um dia apés a incisdo dorsal e
implantacdo do pellet. Posteriormente, o granuloma foi retirado e pesado para comparacdo
com o peso inicial. Através do peso € possivel observar a formacao de tecido granulomatoso e
calcular a inibicdo de formacéo de granuloma. Como formulagdes controle foram utilizadas os

hidrogéis base, os quais ndo continham o 6leo de borragem e o farmaco (G1 — gel Carbopol®
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Ultrez e G2 — gel Cellosize®), os quais ndo apresentam atividade. Os resultados obtidos estdo
demonstrados na tabela 5.

Todas as formulagbes foram capazes de inibir a formacdo do granuloma. Os géis
contendo o farmaco ndo associado ndo diferiram significativamente dos géis contendo as
nanocépsulas (G1-NCpg-DB e G2-NCpg-DB (p>0,05). Estudos realizados com a
dexametasona e diclofenaco incorporados em sistemas nanoestruturados para aplicagdo topica
também demonstraram ndo haver diferenca nos valores de atividade anti-inflamatéria para o
farmaco livre ou nanoencapsulado (MILAO et al., 2001; BECK et al. 2003). Porém, o gel de
Carbopol® Ultrez contendo somente o 6leo de borragem (G1-NCog) apresentou um menor
indice de inibicdo (aproximadamente 16,21 %) quando comparado aos géis contendo o
farmaco ndo associado (G1-DB) e ao gel contendo as nanoestrtuturas (G1-NCog-DB)
(p<0,05). Para o gel preparado com Cellosize®, as formulagdes contendo as nanocapsulas e o
farmaco néo associado nédo diferiram entre si, independente da presenca de farmaco (p>0,05).

Tabela 7. Peso médio dos pellets antes e ap0s a inducdo da inflamagdo para os animais
tratados com os hidrogéis contendo nanocapsulas de dipropionato de betametasona (G1-
NCog-DB e G2-NCpg-DB), nanocapsulas sem o farmaco (G1-NCog € G2-NCopg), hidrogel
contendo o farmaco ndo associado (G1-DB e G2-DB) e hidrogel base (G1 e G2) (n = 6,

média £ s)

Formulagéo Peso meédio do granuloma Inibicdo da formacéo do
(mg) granuloma (%)

G1 36,33 +4,34 -

G1-DB 22,18 £ 6,07 33,82 £5,23
G1-NCopp-DB 26,83 £ 4,32 27,60 + 4,89
G1-NCos 31,82 £5,10 16,21 £ 5,04

G2 30,20 £ 6,19 -

G2-DB 22,62 £ 6,19 26,73 + 6,68
G2-NCpp-DB 21,60 + 4,65 19,25 + 8,03

G2-NCopg

23,75 + 0,65

17,03 + 2,95
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4 CONCLUSAO

As nanocéapsulas de nacleo lipidico desenvolvidas neste trabalho apresentaram:
tamanho nanométrico de particulas e adequada homogeneidade (baixo indice de
polidispersdo); teor de farmaco proximo ao tedrico e eficiéncia de encapsulamento de cerca de
100%. A inclusdo do dipropionato de betametasona nas nanocépsulas possibilitou maior
protecdo do farmaco frente a luz artificial UVC e, ainda, adequado controle na liberag&o in
vitro. Hidrogéis contendo os nanocarreadores foram preparados e apresentaram caracteristicas
adequadas para aplicacdo topica e possibilitaram alterar o perfil de liberagdo in vitro do
dipropionato de betametasona. O teste in vivo evidenciou a atividade anti-inflamatoria tépica

do farmaco e do 6leo ap6s sua incluséo nas nanocapsulas.
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Os produtos vegetais vém sendo amplamente utilizados e estudados para aplicagéo
topica devido, principalmente, as suas propriedades anti-inflamatoria, hidratante, antioxidante,
emoliente e antimicrobiana (ISAMIL et al., 2004; SIGER et al., 2007). A utilizacdo desses
produtos deve-se a busca por terapias alternativas para o tratamento tépico de algumas
doencas, sendo incorporados de forma individual ou como combinagdo terapéutica
(NASCIMENTO et al., 2007).

Os 0Oleos vegetais tém em sua composicdo, basicamente, triglicerideos, mas contém
outras substancias lipofilicas como alcodis e acidos graxos, hidrocarbonetos, vitaminas,
fitosterois, fosfatideos, tocoferois, entre outros (ALVAREZ & RODRIGUEZ, 2000;
PLETNEV, 2003). A proporcao e o tipo de acidos graxos sdo 0s responsaveis por caracterizar
0 uso dessas matérias-primas (ALVAREZ & RODRIGUEZ, 2000). O alto teor de acidos
graxos insaturados é favoravel ao estrato cdérneo, devido a semelhanga desses produtos
oleosos e o material encontrado na pele. Assim, os 6leos atuam recuperando a camada lipidica
cutanea. Dentre a variedade de acidos graxos apresentados por esses produtos, os acidos
linolénico e linoleico se destacam pelo estimulo a mitose a nivel epidérmico e o aumento da
regeneracdo celular (RIBEIRO, 2006). As matérias-primas ricas em acido y-linolénico tém
sido utilizadas em doencas de pele como psoriase e dermatite atépica (HUANG, 1999;
BROSCHE; PLATT, 2000; FOSTER et al., 2010).

A nanotecnologia vem investindo no uso de substancias vegetais por diversos motivos,
sendo entre eles a vantagem do sinergismo terapéutico agregado ao nucleo oleoso, além das
caracteristicas dos 0leos influenciarem nas propriedades nanocarreadoras (FREITAS, 2006;
ZULFAKAR et al., 2010; RIGO et al., 2011). Visando essas vantagens, esse trabalho buscou
estudar a utilizacdo do éleo de borragem como nucleo oleoso de nanocapsulas poliméricas e,
ainda, desenvolver formulacGes semissélidas utilizando-o como principio ativo, associado ou
ndo ao dipropionato de betametasona e/ou as nanoparticulas.

O primeiro enfoque deste trabalho foi o desenvolvimento de uma formulacédo
semissolida do tipo creme-gel contendo o 6leo de borragem, uma vez que estudos a cerca da
aplicacdo topica do 6leo ndo séo descritos na literatura. A escolha da forma farmacéutica foi
devido ao creme-gel ser um produto de aspecto menos untuoso, de maior aceitacdo pelo
publico alvo e, ainda, pela possibilidade de incorporar substancias lipossoliveis. Apds a

preparacdo, a formulacdo foi caracterizada quanto as suas caracteristicas organoléepticas,
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centrifugacdo, pH, espalhabilidade, viscosidade e comportamento reoldgico. Adicionalmente,
sua estabilidade foi avaliada por um periodo de 30 dias, as temperaturas de 25 °C e 40 °C.

Quanto ao aspecto, o creme-gel mostrou-se homogéneo, de coloracdo branca, e
mudancas ndo foram observadas durante o periodo de armazenamento. O teste de
centrifugagdo demonstrou a estabilidade fisica da formulacdo, pois fendmenos de
sedimentacdo ou coalescéncia ndo foram observados. O pH do creme-gel foi levemente acido
e compativel ao uso cutaneo.

A determinacdo da espalhabilidade, caracteristica importante para aplicacdo tdpica,
prevé o comportamento da formulacdo apds certa forca aplicada e esta relacionada a aplicacdo
no local de acdo, além de avaliar a estabilidade do produto em relagcdo a possiveis alteraces
(GARG et al., 2002). Para avaliacdo desse parametro o fator de espalhabilidade (Fe) foi
calculado, o qual relacionada a area maxima espalhada e o peso total adicionado. O creme-gel
contendo o 6leo de borragem apresentou um valor inicial de 3,23 + 0,19 mm?g e uma
diminuicdo significativa foi verificada apos 30 dias de armazenamento, independente da
temperatura. Esta mudanca na espalhabilidade da formulacédo esté relacionada a perda de agua
observada durante o periodo de armazenamento, tendo em vista o tipo de embalagem
empregada (semipermeavel).

Outro parametro importante a ser avaliado e que esta interligado a espalhabilidade € a
viscosidade e 0 comportamento reoldgico das formulacGes. A viscosidade determina a fluidez
ou a consisténcia apropriada do produto, indicando uma estabilidade adequada (BRASIL,
2004). O comportamento reoldgico influencia a espalhabilidade, retencédo e tempo de contato
com a superficie da pele, por isso sua importancia na avaliacdo da qualidade final do produto
(BATHEJA et al.,, 2011). As caracteristicas reologicas foram avaliadas utilizando um
viscosimetro rotacional e a partir dos resultados certificou-se que o creme-gel possui
comportamento de fluxo ndo-Newtoniano, devido ndo haver relacdo linear entre os valores de
tensdo de cisalhamento e velocidade de cisalhamento. Além disso, apresentou propriedade
plastica (modelo de Casson) e tixotropia, caracteristicas importantes para aplicacao topica.

Além da caracterizacdo fisico-quimica, a atividade anti-inflamatoria in vivo do creme-
gel foi avaliada através da inducdo de tecido granulomatoso. Esse ensaio baseia-se na
implantacdo de um pellet de algoddo (de peso conhecido) no dorso dos animais (ratos), apds
incisdo. O tratamento inicia no primeiro dia ap6s a incisdo e é realizado por um periodo de
seis dias, mediante aplicacdo topica das formulacbes semissdlidas (creme-gel contendo éleo
de borragem e creme-gel base). Os resultados obtidos neste estudo possibilitaram evidenciar a

acdo do 6leo em inibir a formacao do granuloma.
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A segunda etapa deste trabalho consistiu no desenvolvimento de suspensdes de
nanocépsulas de nacleo lipidico contendo o Oleo de borragem e sua associagdo com
dipropionato de betametasona, para posterior incorporacdo em hidrogéis.

Devido ao ineditismo da utilizacdo do dleo de borragem como nlcleo oleoso das
nanocapsulas, inicialmente o teste de inchamento/dissolucdo do polimero foi realizado,
confirmando ndo haver interacdo entre o Oleo e o polimero. Apds, na etapa de
desenvolvimento das suspensdes, alguns obstaculos foram encontrados, especialmente na
obtencdo de particulas com tamanho e uniformidade adequadas. As primeiras formulacdes
preparadas continham quantidades usuais de 6leo (3,3%), Span® 60 (0,77%), Tween® 80
(0,77%) e solventes (agua: 54 mL e acetona: 27 mL), porém, os resultados referentes ao
tamanho médio de particulas e Pdl (>0,35) ndo foram satisfatdrios, indicando falta de
homogeneidade do sistema; além de aparentemente as formulagdes apresentarem-se viscosas
(ficavam aderidas a parede do frasco de armazenamento). Desta forma, mudancas foram
realizadas quanto as quantidades de Oleo e tensoativos, mas 0s mesmos problemas
continuavam. Entdo, sabendo-se que a viscosidade do Oleo pode afetar essas caracteristicas
(FREITAS, 2006; ALMEIDA et al., 2009; ESMAELLI et al., 2011), foi aumentada a
quantidade da acetona na fase orgéanica, isso para haver uma melhor solubilizacdo do 6leo e,
consequentemente, uma diminuicdo na viscosidade da mesma. Com esta modificacéo,
resultados satisfatorios foram obtidos.

Em relacdo as caracteristicas macroscopicas, as suspensdes mostraram-se homogéneas
e leitosas quanto ao aspecto, de cor opalescente com reflexo azulado (efeito Tyndal). O
tamanho de particulas manteve-se na faixa nanométrica (185-210 nm) e com Pdl menor que
0,1, evidenciando a homogeneidade do sistema. A presenca do farmaco alterou o tamanho de
particula (p<0,05). Trabalhos realizados com 0 mesmo método de preparacdo corroboram
com os resultados encontrados nesse trabalho. Ourique e colaboradores (2008) desenvolveram
nanoparticulas com os 6éleos de girassol e triglicerideos dos acidos caprico/caprilico contendo
tretinoina e obtiveram sistemas homogéneos, de tamanho nanométrico (220-230 nm) e Pdl
menor que 0,25. Santos e colaboradores (2013) prepararam nanocapsulas poliméricas
contendo clotrimazol e observaram que a presenca do farmaco influenciou no didmetro médio
das particulas das suspensdes.

Quanto ao potencial zeta (carga da superficie das particulas), as suspensdes
apresentaram valores negativos (-9,0 a -16 mV). A presenca do farmaco aumentou em médulo
o0 potencial (p<0,05), resultado que pode ser explicado pela caracteristica fracamente acida do

dipropionato de betametasona. Os altos valores de potencial zeta indicam maior repulséo das
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particulas, prevenindo a formulagdo de instabilidades fisicas, como floculagdo, aglomeracéo e
coalescéncia. Outros autores também demonstraram modificagdes no potencial zeta das
nanocapsulas. Harter (2013) observou que o tioconazol promoveu uma redugdo, em mdédulo,
do potencial zeta das nanocépsulas poliméricas, devido as caracteristicas do farmaco. Ourique
e colaboradores (2008) evidenciaram um aumento no potencial zeta de nanocépsulas
poliméricas quando associadas a tretinoina. J& Almeida e colaboradores (2008) observaram
que a benzofenona-3 quando incorporada em nanocapsulas poliméricas ndo alterou o
potencial zeta, porém, o diferente tipo de nlcleo oleoso influenciou nesse parametro, devido a
composicao de cada 6leo.

Outra caracteristica importante a ser determinada é o pH, sendo que para as
nanocapsulas poliméricas desenvolvidas nesse trabalho o pH manteve-se na faixa de 6,0 a 6,2
(ligeiramente &cido). Esse resultado pode ser explicado pela presenca do 6leo, com suas
cadeias de acidos graxos, e também pelo carater fracamente acido do farmaco. Além disso, a
incorporacéo do dipropionato de betametasona acarretou em uma reducdo do pH (p<0,05).

Para a quantificacdo do farmaco nas suspensfes coloidais utilizou-se o método
analitico preconizado pela Farmacopeia Britanica (2010). O método foi validado de acordo
com os seguintes parametros: linearidade, especificidade, exatiddo e precisdo (ANVISA,
2003; ICH, 2005). A especificidade foi confirmada pela auséncia de picos através de analise
das suspensdes sem a presenca de farmaco (NCog) e pela pureza do pico cromatografico. O
método mostrou-se linear na faixa de concentracdo de 1,0 a 40,0 ug/mL, preciso e exato de
acordo com as condi¢Oes analiticas empregadas.

O teor de farmaco ap0s a preparacdo das nanocapsulas foi proximo ao valor tedrico
(0,50 £ 0,03 mg/mL). A eficiéncia de encapsulamento foi de, aproximadamente, 100%,
resultado satisfatorio comparado aos lipossomas de dipropionato de betametasona
desenvolvidos por Gillet e colaboradores (2011). Savian (2012) também demonstrou a
capacidade de nanocapsulas poliméricas em melhorar a eficiéncia de encapsulamento da
antralina.

As suspensdes foram armazenadas a temperatura ambiente por um periodo de 15 dias
e algumas modificacdes das caracteristicas iniciais foram observadas. As nanocapsulas
contendo somente o 6leo de borragem (NCog) ndo apresentaram alteragcdes quanto ao tamanho
médio de particulas, Pdl e pontecial zeta (p>0,05). J& as suspensbes contendo o farmaco
nanoencapsulado (NCopg-DB) demonstraram diminuicdo no tamanho de particulas e Pdl
(p<0,05) em relacdo aos valores iniciais, porém, manteve-se a homogeneidade do sistema; o

potencial zeta diminuiu significativamente (p<0,05). O teor de farmaco manteve-se proximo
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ao tedrico, indicando a estabilidade do farmaco no sistema. O pH das nanoestruturas (NCog €
NCog-DB) diminuiu durante o periodo de armazenamento, o que pode ser explicado pelo
relaxamento ou hidrélise das cadeias poliméricas (CALVO et al., 1996; SCHAFFAZICK et
al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2007) ou hidrélise dos &cidos graxos presentes no 6leo, uma
vez que esta diminuigdo foi observada para as nanocéapsulas com e sem o farmaco.

O estudo de fotodegradacao foi realizado para observar a estabilidade do dipropionato
de betametasona ap6s a sua nanoencapsulacdo e em solucdo frente a luz artificial UVC,
expondo as amostras por um periodo de 10 h. O resultado obtido foi satisfatorio, uma vez que
as nanocapsulas foram capazes de proteger o farmaco da radiacdo UVC, tendo em vista a
presenca do polimero (PCL), o qual possui caracteristicas de refletir e espalhar a radiacdo
ultravioleta (JIMENEZ et al., 2004). Esse resultado corrobora com trabalhos ja realizados, os
quais demonstram a eficacia da parede polimérica em proteger o farmaco. Almeida e
colaboradores (2009) demonstraram que nanocapsulas contendo benzofenona-3 foram
capazes de proteger a substancia ativa da luz UV quando comparadas a solu¢do metandlica da
mesma. No mesmo ano, Fontana e colaboradores (2009) evidenciaram que as nanoparticulas
foram capazes de reduzir a degradacdo do propionato de clobetasol, quando comparadas a
solucéo capilar comercial e com a solucédo etandlica do farmaco.

Cabe salientar que através do metodo analitico utilizado nesse trabalho ndo foi
possivel evidenciar a presenca de possiveis produtos de degradacdo. Entretanto, a literatura
reporta a identificacdo de um produto de degradacdo do dipropionato de betametasona, o
dipropionato de lumi-betametasona, apds o estudo de fotoinducdo do farmaco em solucao.
Ainda, os autores inferem gque a formagdo desse produto € devido as modificagdes no anel-A
da molécula do farmaco (Lin et al., 2009).

A partir da degradacdo do farmaco pode-se verificar a ordem e a cinética de
degradacdo. A solucdo e a suspensdo de nanocapsulas contendo o dipropionato de
betametasona apresentaram cinética de primeira ordem, a qual tem a velocidade de reacédo
dependente da concentracdo do farmaco. Obtida a ordem de reacdo, a constante de degradacao
(K) e o tempo de meia vida (ty) foram calculados, e os resultados confirmaram a capacidade
das nanocapsulas em aumentar a estabilidade da substancia, uma vez que um aumento de 4,8
vezes no t, foi verificado para o farmaco associado ao nanocarreador. Almeida e
colaboradores (2010) demonstraram um aumento de 5,3 vezes na fotoestabilidade da rutina
associada a nanocapsulas poliméricas.

Outra vantagem das nanoparticulas é a capacidade de modificar o controle de

liberacdo da substéncia ativa. Para avaliar esse parametro utilizou-se a técnica de difusdo em
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sacos de dialise e uma solucéo do farmaco (ndo associado) foi utilizada a fim de comparacéo.
A partir dos resultados evidenciou-se que as nanocépsulas de nucleo lipidico foram capazes
de modificar a liberagcdo do dipropionato de betametasona apds duas horas de experimento. A
modelagem matematica foi realizada e verificou-se que ambas as amostras seguem uma
liberagdo de primeira ordem (monoexponencial). Esse modelo indica que ndo hd uma
liberacdo inicial ou efeito burst, assim, a liberagdo ocorre em um so estagio. Através do tempo
de meia-vida observou-se que as nanocapsulas mantiveram uma liberagdo mais lenta em
relacdo & solucdo do farmaco livre. O mecanismo de liberacdo tambem foi avaliado,
empregando a lei das Poténcias, que estabelece valores limites para o expoente de liberagéo.
O resultado indicou que as nanocapsulas possuem um transporte anémalo (n=0,67), 0 que
designa que a liberacdo do farmaco é controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas,
seguido da difuséo do dipropionato de betametasona.

Dando continuidade aos estudos, as nanocapsulas foram incorporadas em hidrogéis e
dois tipos de polimeros formadores de gel foram empregados: Carbopol® Ultrez e Cellosize®.
O Carbopol® Ultrez é um polimero sintético hidrofilico, de carater anionico, pertencente &
classe dos carbdmeros. Sua utilizagdo deve-se a facilidade de dispersdo do polimero por
intumescimento em meio aquoso, alta viscosidade em baixas concentracdes, grande intervalo
de viscosidade, além de seu alto peso molecular ndo permitir penetracdo na pele
(TAMBURIC & CRAIG, 1995; HOSMANI, 2010). A hidroxietilcelulose (Cellosize®)
constitui um polimero semissintético, de carater ndo-iénico, o qual produz formulagdes com
grande variedade de viscosidade, ndo sofre influéncia de ions presentes nos sistemas
incorporados e é compativel com pH acido.

Os hidrogéis foram caracterizados em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas.
Do ponto de vista macroscopico, as formulagcdes apresentaram coloracdo branca e odor
caracteristico de seus componentes; em relacdo ao aspecto, as preparacdes contendo
Carbopol® mostraram-se homogeéneas, enquanto as contendo hidroxietilcelulose apresentaram
aspecto aerado.

Em relacdo ao pH, os hidrogéis apresentaram valores compativeis com a aplicacédo
topica e se verificou que os hidrogéis nao sofreram influéncia no pH quando as nanocapsulas
foram incorporadas (p>0,05). Este resultado vem de encontro a outros trabalhos, conforme
demonstrado por Marchiori e colaboradores (2010), os quais desenvolveram hidrogeéis de
Carbopol® Ultrez contendo nanocapsulas de dexamentasona e observaram que o pH ndo foi
influenciado pela incorporagdo das nanocapsulas. Resultados semelhantes foram obtidos na

preparacdo de hidrogéis de Carbopol® Ultrez contendo nanocépsulas de propionato de
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clobetasol (FONTANA et al., 2011), hidrogéis de Natrosol® contendo nanoparticulas lipidicas
de resveratrol (NEMEN & LEMOS-SENNA, 2011) e hidrogéis de Aristoflex® contendo
nanocapsulas de tioconazol (HARTER, 2013).

Para verificar a presenca das nanoestrtuturas, os hidrogéis foram avaliados em relagéo
ao didametro médio de particulas. Para tal, uma aliquota de cada formulagdo foi diluida em
agua, na mesma propor¢do utilizada na avaliacdo das suspensbes aquosas. A partir dos
resultados, pode-se verificar que o tamanho médio das particulas das nanocépsulas foi
mantido apos a inclusdo na preparacdo semissolida. Para comparacao, a analise foi, também,
realizada para os hidrogéis contendo o farmaco ndo associado e os valores obtidos foram 480
+ 6 nm e 257 + 4 nm para G1-DB e G2-DB, respectivamente, evidenciando que os tamanhos
obtidos para os hidrogéis contendo os sistemas nanoestruturados foram provenientes das
nanocépsulas poliméricas.

Para quantificacdo do farmaco nos hidrogéis o método analitico foi validado e
mostrou-se linear, especifico e preciso. A exatiddo foi inferida, tendo em vista os resultados
obtidos na validacdo do meétodo para as suspensdes aquosas. Sendo assim, o teor de
betametasona foi determinado e os valores encontrados foram proximos aos teéricos (0,5
mg/q).

No que se refere & espalhabilidade, o hidrogel preparado com Cellosize® apresentou
maior fator de espalhabilidade, comparado ao hidrogel de Carbopol® Ultrez, abrangendo uma
maior area de aplicacdo. A incorporacdo das nanocapsulas diminuiu o fator de
espalhabilidade, o que pode estar relacionado com a presenca do polimero (PCL) nas mesmas.
Neste caso, este decréscimo pode ser vantajoso, devido a area limitada de tratamento das
dermatites ou outras doencas cutaneas. Resultado semelhante foi verificado por Marchiori e
colaboradores (2010) na avaliacdo da espalhabilidade de hidrogéis de Carbopol® Ultrez
contendo nanocapsulas de dexametasona.

Em relacdo a analise reoldgica, os hidrogeis contendo as nanocéapsulas apresentaram
comportamento de fluxo pseudoplastico, adequando-se ao modelo de Herschel-Bulkley
(r>0,98; n<1), indicando uma diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento (KIM et al., 2003).

Além do estudo de caracterizacdo dos hidrogéis contendo as nanocapsulas
poliméricas, um estudo in vitro de liberacdo foi realizado, no intuito de verificar a influéncia
do nanoencapsulamento nas concentracfes de farmaco liberadas em funcdo do tempo,
utilizando o método de células de difusdo verticais do tipo Franz e membrana de dialise como

barreira & liberacdo. A partir dos resultados verificou-se que as nanocapsulas de nicleo
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lipidico foram capazes de modificar o controle de liberacdo de farmaco, o que é confirmado
pelos valores das constantes de velocidade que foram menores (p<0,05) para os hidrogéis
contendo as nanocéapsulas comparadas aos seus respectivos hidrogéis de farmaco livre. O tipo
de polimero ndo influenciou no controle de liberacéo (p>0,05).

A fim de avaliar a eficécia dos hidrogéis desenvolvidos, o ensaio in vivo de inducédo de
tecido granulomatoso foi realizado. A partir dos resultados foi possivel verificar a capacidade
de inibicdo da formacédo de granuloma pelos hidrogéis contendo as nanocéapsulas poliméricas
em comparacdo com as formulagcdes placebo (hidrogéis base). Além disso, diferencas no
percentual de inibi¢do ndo foram verificadas para os hidrogéis contendo as nanocapsulas (G1-
NCos-DB e G2-NCpg-DB) e os contendo o farmaco ndo associado (G1-DB e G2-DB)
(p>0,05).

Por fim, o conjunto de resultados obtidos neste trabalho evidencia a possibilidade do
uso do 6leo de borragem como agente anti-inflamatério, além de sua utilizacdo como nucleo
oleoso em nanocépsulas. A inclusdo dos sistemas nanoestruturados a hidrogéis foi satisfatoria,
sendo uma alternativa viavel para o tratamento de doencas cutaneas. Como perspectivas de
continuidade aos estudos, a avaliacdo da permeacéo in vivo e um ensaio in vivo para dermatite

atdpica seriam importantes.
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O creme-gel contendo o 6leo de borragem desenvolvido neste trabalho apresentou
caracteristicas satisfatorias quanto ao pH, espalhabilidade e propriedades reoldgicas.
Além disso, mostrou-se capaz de inibir a formagdo de granuloma, confirmando sua
capacidade anti-inflamatdria ap6s aplicagdo tdpica.

As nanocapsulas de nucleo lipidico contendo o 6leo de borragem e a associagdo de
dipropionato de betametasona apresentaram caracteristicas aceitaveis (tamanho
nanomeétrico de particulas, baixo indice de polidisperséo e potencial zeta negativo).

A nanoencapsulagdo do dipropionato de betametasona proporcionou aumentar a sua
fotoestabilidade frente & luz UVC.

O estudo de liberacéo in vitro do farmaco a partir das suspensdes coloidais confirmou
que o polimero é capaz de modificar a liberacdo do dipropionato de betametasona.
Hidrogéis de Carbopol® Ultrez e Cellosize® contendo as nanocépsulas foram
preparados, 0s quais apresentaram pH adequado para aplicagdo topica e
comportamento de fluxo pseudoplastico. O estudo de liberacdo in vitro a partir dos
hidrogéis possibilitou evidenciar que as nanocapsulas foram capazes de diminuir a
velocidade de liberacdo do dipropionato de betametasona e diferencas entre 0s
polimeros formadores de géis utilizados ndo foram verificadas.

O ensaio in vivo para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria evidenciou a eficacia
dos hidrogéis contendo os nanocarreadores, 0s quais foram capazes de inibir a

formacdo de tecido granulomatoso.
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