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RESUMO

A Dermatite Atopica (DA), também conhecida como Eczema Atdpico, € uma
doencga inflamatéria crénica da pele, caracterizada por prurido intenso e lesdes
eczematosas frequentes, que afeta tanto adultos como criangas. Atualmente o
tratamento para DA inclui corticosteroides (CS), inibidores de calcineurinas e anti-
histaminicos que possuem efeitos colaterais como por exemplo o afinamento da pele
e alteracao de pigmentagao causados pelo uso prolongado de CS topicos. Terapia
com nanotecnologia e o uso de Vitamina E tém sido aplicadas como op¢ao terapéutica
€ mostraram-se promissoras para o tratamento da DA. Estudos realizados pelo nosso
grupo tém demonstrado que o tratamento realizado com a combinagao de Valerato de
betametasona (Vb) e Alfa-tocoferol (A-t) em Carreadores Lipidicos Nanoestruturados
(NLCs), diminui o Score da DA. O presente estudo avaliou o efeito do uso de reduzidas
concentragdes de Vb ou A-t em NLCs em lesdes semelhantes a DA, induzidas por
Dinitroclorobenzeno. O emprego NLC Vb em concentragcdes reduzidas melhorou a
gravidade da doencga e diminuiu a espessura da lesdo. Contudo, ndo houve melhora
nos aspectos clinicos das lesbes semelhantes a DA nos animais tratados somente
com NLC A-t. Pode-se concluir que, a utilizacdo de nanocarreadores pode ser
fundamental para reduzir a concentragao de drogas utilizadas no tratamento de DA,
para diminuir significativamente os riscos de efeitos colaterais, especialmente aqueles

relacionados com o uso prolongado de esteroides tdpicos.

Palavras-chave: Dermatite Atopica, Vitamina E, Valerato de betametasona,
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados.



ABSTRACT

Atopic Dermatitis (AD), also known as Atopic Eczema, is a chronic inflammatory
skin disease, characterized by intense itching and frequent eczematous lesions, and
affects both adults and children. Currently the treatment for AD includes corticosteroids
(CS), calcineurin inhibitors and antihistamines that have side effects such as skin
thinning and pigmentation changes caused by prolonged use of CS. Nanotechnology
therapy and the use of Vitamin E have been applied as a therapeutic option and have
shown promise for the treatment of AD. Studies carried out by our group demonstrate
that the treatment performed with the combination of Betamethasone Valerate (Bv)
and Alpha-tocopherol (A-t) in Nanostructured Lipid Carriers (NLCs) improves the
clinical score of AD. The present study evaluated the effects of reducing the
concentration of Bv or A-t in NLCs for treating lesions similar to AD, induced by
Dinitrochlorobenzene. The use of NLC Bv in reduced concentration of Bv improved
disease severity and decreased lesion thickness. However, there was no improvement
in the clinical aspects of AD-like lesions in the A-t treated animals. It can be concluded
that the of nanocarriers may be fundamental to reduce the concentration of drugs used
in the treatment of AD for, reducing significantly the risks of side effects, especially

those related to the prolonged use of topical steroids.

Keywords: Atopic Dermatitis, Vitamin E, Betamethasone Valerate, Nanostructured

Lipid Carriers.
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1. INTRODUGAO

A Dermatite Atopica (DA), também conhecida como Eczema Atépico, € uma
doenca inflamatéria cronica da pele, desencadeada por uma resposta imune a
alérgenos ou substancias irritantes. E caracterizada por prurido intenso e lesdes
eczematosas frequentes, além de ser considerada uma doenga multifatorial que
envolve predisposicdo genética (presenca de pais ou irmaos com DA), fatores
ambientais (estilos de vida que das cidades do ocidente que contribuem para maior
intensidade de respostas alérgicas), exposi¢ao a alérgenos, poluentes, dentre outros.
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E IMUNOLOGIA; RUZICKA et al, 2017;
WEIDNGER; NOVAK, 2016). Outros sintomas incluem pele seca, fissurada ou
escamosa e manchas vermelhas ou acastanhadas (NUTTEN, 2015).

A DA afeta adultos (1-3%) e criangas (15 a 20%) e em 60% dos casos a
doenca se manifesta no primeiro ano de vida, mas pode persistir na fase adulta
(NUTTEN, 2015; WEIDNGER; NOVAK, 2016). A DA afeta a qualidade de vida dos
individuos em varios aspectos como o social, familiar, econébmico e psicoldgico,
tornando-se um problema mundial de saude devido ao alto custo a saude e a
qualidade de vida dos pacientes (ABUABARA et al, 2018; TORRES et al, 2019).

Atualmente, o tratamento farmacoldgico para DA corresponde a 59,95% de
corticosteroides, 27,2% de inibidores de calcineurinas, e 5,1% de anti-histaminicos e
outros tratamentos (ALEXANDER et al, 2018; SOBRAL et al, 2011). No entanto, o uso
prolongado de corticosteroides e inibidores de calcineurina possuem efeitos colaterais
como atrofia cutanea, estrias, purpura e erupgao acneiforme (LIMA, 2016). O uso dos
corticosteroides (CS), constitui opgao terapéutica de primeira linha em pacientes com
DA por serem eficientes na reducao da inflamacéo ativa e na profilaxia da doenca,
uma vez que, os CS que exercem efeitos terapéuticos ao inibir a transcrigcao de varios
mediadores inflamatérios (citocinas e moléculas de adesao) (TANEI, 2020).

A Vitamina E é o nome dado para tocoferdis e tocotriendis e possui efeito
antioxidante e anti-inflamatdrio (TEO et al, 2021). Eles se diferenciam pela saturagéo
das cadeias laterais e cada uma das variedades possui quatro homélogos (a, B, y, 0)
(SHUN et al, 2004). A suplementacdo com tocotriendis reduziu o prurido,
espessamento dérmico e niveis de histamina em camundongos com lesdes
semelhantes a DA (TSUDKI et al, 2013). Em caes esta suplementagcdo melhorou os

escores clinicos quanto ao indice de extensao e gravidade da DA canina (PLEVNIK,
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2014). Estudos mostram que a suplementacgéo oral de Vitamina E melhora o quadro
clinico de pacientes com DA, o qual reduziu 62% dos niveis de IgE sérico, diminuiu o
prurido e a extens&o da lesao, sugerindo que este € um potencial tratamento para DA
(JAFFARY et al, 2015; TSOURELEI-NIKITA et al, 2002). A aplicagao topica € um
modo promissor de administragao de tocoferdis, uma vez que, nao € invasivo e, evita
absorgao pelo trato gastrointestinal (HARUN; WONG; FONG, 2020).

Terapia com nanotecnologia (incluindo nanocarreadores e nanoparticulas) tem
sido aplicado como opcao terapéutica e mostraram-se promissoras para o tratamento
da DA, pois permitem a melhor administracdo da dosagem, direcionamento ao local
da inflamagao, difusdo da droga, bem como a melhora nos sintomas clinicos e
imunologicos (DAMIANI et al, 2019). Estudo com nanoparticulas poliméricas (NPs)
carregadas com hidrocortisona e hidroxitrisol mostrou que a atuacao de NPs foi efetiva
na diminuicédo da gravidade de lesbes de DA em camundongos (HUSSAIN et al, 2014).
O uso de nanoformulagdes com Vitamina E aumentou a eficacia da entrega e retengao
na pele (MANIAM et al, 2018).

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs) sao nanoparticulas
coloidais preparados com micelas poliméricas. Possuem caracteristicas que ajudam
a evitar o vazamento da carga da droga, dessa forma, fornecem maior carga util do
medicamento, podem ser carregados com drogas hidrossoluveis ou hidrofébicas. Os
NLCs sao compostos por material biodegradavel, apresentam baixa toxicidade,
possuem propriedades fisicas e quimicas estaveis, capacidade de proteger a carga
em seu interior e possibilidade de modular a liberagdo de medicamento (IQBAL et al,
2012; Ll et al, 2017). Quando comparado com um creme tradicional, um preparado de
NLC demonstrou maior eficiéncia na absorg¢ao trans dérmica do farmaco, com maior
eficiéncia na pele (HANNA; GHORAB; GAD, 2019). Um estudo com uso oral de NLCs
em ratos mostrou que os NLCs produziram melhora significativa na biodisponibilidade
da droga em comparagao com a solugao livre (CHEN et al, 2009). KONG et al (2016),
mostraram que o uso topico de pomada preparada com NLC em camundongos,

apresenta retengéo desejavel da droga na pele e n&o teve irritagéo na pele de coelhos.

Estudos realizados pelo Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica (LALIC) da
Universidade Federal de Uberlandia (dados ainda n&o publicados), utilizou a
combinacdo de NLCs com Valerato de betametasona e/ ou Alfa-tocoferol no
tratamento de lesdes semelhantes a DA. Esse estudo mostrou que, o melhor
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tratamento ocorreu com a utilizagado Valerato de betametasona em NLCs. Também
teve melhora nas lesdes o tratamento combinado de NLCs, Valerato de betametasona
e Alfa- tocoferol, no entanto, o uso apenas de Vitamina E no nanocarreador teve agéao

inflamatoria.

Com base nos resultados obtidos pelo estudo realizado por outros membros da
equipe do LALIC e visando diminuir os efeitos colaterais existentes no uso continuo
de esteroides tépicos, utilizar concentragdes reduzidas dos medicamentos Valerato
de Betametasona e Alfa- tocoferol pode ajudar a reduzir os riscos de efeitos colaterais.
A associagdo do tratamento com anti-inflamatérios em carreadores lipidicos

nanoestruturados podera aumenta a eficacia da entrega das drogas.

2. HIPOTESES

Em relacédo a analise clinica, histopatolégica, resposta de infiltrados celulares
das lesdes induzida por Dinitroclorobenzeno e tratados com Valerato de
betametasona ou Alfa-tocoferol em carreadores lipidicos nanoestruturados em
camundongos, podemos observar as seguintes hipoteses:

HO: O Dinitroclorobenzeno induzira lesbes compativeis com a Dermatite
Atdpica em camundongos. Apds a aplicagao tépica de Valerato de betametasona ou
Alfa-tocoferol em carreadores lipidicos nanoestruturados nao ira melhorar as lesdes.

H1: O Dinitroclorobenzeno induzira lesbes compativeis com a Dermatite
Atopica em camundongos. Apds a aplicagao topica de Valerato de betametasona ou

Alfa-tocoferol em carreadores lipidicos nanoestruturados ira melhorar as lesoées.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Realizar analise clinica e histopatologica da resposta inflamatéria in vivo das

lesbes de dermatite atdpica, em camundongos, induzidas por Dinitroclorobenzeno
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(DNCB) e tratadas com formulagdes contendo concentragdes reduzidas de Valerato

de betametasona e Alfa-tocoferol em carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs).

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Analisar os parametros clinicos e histopatologicos de lesbes tipo DA
induzidas por DNCB em camundongos tratados com doses reduzidas de
Valerato de betametasona (0,1%, 0,08% e 0,06%) em NLCs;

3.2.2 Analisar os parametros clinicos e histopatologicos de lesdes tipo DA
induzidas por DNCB em camundongos tratados com doses reduzidas de Alfa-
tocoferol (0,25% e 0,1%) em NLCs.

4. JUSTIFICATIVA

A reducgao da concentragédo do Valerato de betametasona pode ser importante
para diminuir os riscos de efeitos adversos decorrentes do uso continuo de
corticosteroides topicos no tratamento de Dermatite Atdpica, tais como irritacdo e
afinamento da pele. Além disso, podera ser uma opg¢ao importante para uso em areas
sensiveis (palpebras, rosto e virilha). A utilizacao de Alfa-tocoferol em menores
concentragcdes tem grande potencial adjuvante no tratamento da Dermatite Atdpica
devido aos efeitos antioxidante e anti-inflamatério. A utilizagdo de tratamentos com
carreadores lipidicos nanoestruturados podera aumentar a eficacia da liberagao dos
farmacos diretamente no local da lesao e fazer com que o medicamento atue apenas

na area de interesse.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Camundongos fémeas da linhagem Balb/c foram obtidos na Rede de Biotérios
da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU), com idade de 3- 6 semanas de
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vida. Foram mantidos em gaiolas, em ambiente de temperatura controlada e ciclo de
12 horas de claro e escuro, até completarem a idade de experimentagao (8 semanas
de vida). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
na Utilizagcado de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob protocolo
numero: 029/18.

5.2. Modelo experimental e protocolo de tratamento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos com n= 8
animais, conforme mostrado na Tabela 1: Grupo Branco, que nao teve indugao da DA
e nem tratamento com as formulagdes (Branco); Grupo Controle positivo que recebeu
apenas a indugdo da DA sem tratamento com as formulagdes (DNCB); Grupo
Valerato de betametasona, com a concentragdo original de 0,12% em carreadores
lipidicos nanoestruturados (NLC Vb 0,12%); Grupo tratamento com a formulacéo de
carreadores lipidicos nanoestruturados com o Valerato de betametasona a 0,1% (NLC
Vb 0,1%); Grupo tratamento com a formulagdo de carreadores lipidicos
nanoestruturados com o Valerato de betametasona a 0,08% (NLC Vb 0,08%); Grupo
tratamento com a formulacao de carreadores lipidicos nanoestruturados com Valerato
de betametasona a 0,06% (NLC Vb 0,06%); Grupo Vitamina E com a concentragao
original de 0,5% em carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCa 0,5%); Grupo
tratamento com a formulacdo de carreadores lipidicos nanoestruturados com
Vitamina E a 0,25% (NLCa 0,25%) e o Grupo tratamento com a formulagado de

carreadores lipidicos nanoestruturados com Vitamina E a 0,10% (NLCa 0,1%).

Tabela 1. Descri¢gao dos grupos de tratamento

Grupo Tratamento Sensibilizagao Desafio
Branco - Nao Nao
DNCB - Sim Nao
NLC Vb 0,12% Valerato de betametasona a 0,12% Sim Sim
NLC Vb 0,1% Valerato de betametasona a 0,1% Sim Sim
NLC Vb 0,08% Valerato de betametasona a 0,08% Sim Sim
NLC Vb 0,06% Valerato de betametasona a 0,06% Sim Sim
NLC a 0,5% Vitamina E a 0,5% Sim Sim
NLC a 0,25% Vitamina E a 0,25% Sim Sim

NLC a 0,1% Vitamina E a 0,1% Sim Sim




13

Para a indugcdo da lesdo semelhante a Dermatite Atopica foi utilizado o
composto Dinitroclorobenzeno (DNCB) a 0,5%. Foram sensibilizados 56 animais,
divididos aleatoriamente em 9 grupos de 8 animais nos dias 1, 2 e 3 do experimento
com 40ul de DNCB a 0,50%. O grupo Branco ndo foi sensibilizado (grupo controle
negativo).

O desafio e o tratamento com as formulagdes foram realizados na orelha direita
e ocorreu nos dias 14, 16, 18, 20, 22 e 24 de experimentagao, nos quais foi realizado
o desafio com 20ul de DNCB a 0,5% no periodo da manha, e apds 6 horas foi feito o
tratamento com as formulag¢des. Nos dias 1, 3, 16, 20 e 24 de experimentagcdo foram
avaliados clinicamente e atribuidos o Score de dermatite atépica. Nos demais dias os
animais nao foram manipulados. A eutanasia foi realizada no dia 25. O protocolo do

desenho experimental encontra-se esquematizado na figura 1.

Desafio com DNCB a

Sensibilizagdo 0,5% e Tratamentocom ‘
com DNCB a 0,5% as formulagdes

1 e N §

Dias < +

1 2 3 14 16 18 20 22 24 25

| ! | | l

Score da DA

Score da DA

Figura 1. Desenho experimental do protocolo de inducdo de Dermatite Atdpica em

camundongos e tratamento tépico com formulagdes.

5.3. Score de dermatite atépica

Para avaliagdo do Score de Dermatite Atopica foram usados os seguintes
parametros: Peso do animal, Espessura da Orelha, Eritema (hemorragia), Edema,
Escoriagao (Erosao) e Descamacgao (secura). A Espessura da Orelha dos animais foi
medida utilizando um paquimetro. O Eritema, Escoriagdo e Descamagao foram
avaliados por pontuacéo de 0 a 3, na qual 0 indica auséncia, 1 indica presenca leve,
2 presenga moderada e 3 presencgas grave das respectivas lesdes. Para o Edema a
avaliacao foi feita utilizando a espessura da orelha da seguinte forma: pontuacao de
0 para espessura menor que 0,23mm, pontuagao de 1 para espessura de 0,23mm a

0,25mm, pontuagao 2 para espessura de 0,26mm a 0,34mm e pontuacéo de 3 para
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espessura igual ou superior a 0,35 mm. O Score total da DA foi realizado pela

somatoria dos parametros anteriormente descritos, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliagao dos Scores/ Pontuagdes dos sinais clinicos de Dermatite Atdpica

Sinais Clinicos Score
0 1 2 3
Eritema/ Escoriacao/ Auséncia de Presenca Presenca
Descamacgao sintomas Leve Moderada Presenca Grave

0,23 mm a 0,26 mm a
Edema <0,23 mm 0,25 mm 0,34 mm > 0,34 mm

5.4. Tratamento

No protocolo para o tratamento da DA, foram utilizadas trés concentracdes
diferentes da formulagao NLC Vb (0,1%, 0,08% e 0,06%) e duas concentragdes de
NLC «. (0,1% e 0,25%). Inicialmente as pomadas NLC Vb e NLC « estavam
concentradas a 0,12% e 0,5% respectivamente. Para reduzir a concentracdo das
formulacdes foi feita a diluicdo com gel diluidor utilizado para o preparo das pomadas
originais. O tratamento foi realizado com aplicagao topica das formulagdes nas orelhas
desafiadas. As pomadas originais foram desenvolvidas para estudo realizado por
outros membros da equipe do Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica da
Universidade Federal de Uberlandia (dados ainda n&o publicados e em processo de

patente).

5.5 Coleta das amostras

Todos os animais dos grupos foram eutanasiados no dia 25 de experimentagao.
Nesse dia, foi realizada a coleta das orelhas para as analises histopatoldgicas. Para
a retirada da orelha, o corpo do animal foi estirado em uma bancada exclusiva da sala
cirurgica do biotério, apds antissepsia com alcool 70%. Os cortes foram realizados

com tesoura apropriada e pinga anatdmica para manusear os tecidos. As orelhas
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direitas foram cortadas e divididas de forma longitudinal (apice até a base da orelha)
em duas partes iguais: a primeira parte das orelhas foi processada em
homogeneizador rotativo para homogeneizagdao dos tecidos, que logo foram
submetidas a uma centrifugagdo a 1700 g e 23 °C, e o sobrenadante foi coletado e
imediatamente armazenado a -80 °C para testes soroldgicos futuros. A segunda parte
das orelhas foi fixada em formaldeido a 4% por 24 horas para o processamento

histoldgico.

5.6 Analise histopatolégica

ApOs a coleta, as orelhas foram fixadas em parafina para confecg¢ao de blocos
histolégicos, os quais foram cortados no micrétomo (Leica) em finas camadas com 5
Mm de espessura. Estes cortes foram “pescados” com lamina de microscopia
identificada com os nomes dos grupos e depois colocadas em uma estufa a 37 °C
para secagem durante 24 horas. Apds esse processo, foi realizada coloragao de
Hematoxilina & Eosina (H & E).

5.7. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com teste One way ANOVA, utilizando o
software GraphPad Prisma versao 8.0 (GraphPad Solftware, Inc., San Diego, EUA).
Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de significancia de
p <0,05. Os valores de p significativos sao representados nas figuras como: * p < 0,05,
**p<0,01, " p<0,001 e *™*p<0,0001.

6. RESULTADOS

6.1. Analise Clinica

O emprego de Valerato de betametasona e Alfa-tocoferol em concentracdes
reduzidas em nanocarreadores, melhoraram o0s aspectos clinicos da leséo

semelhante a Dermatite Atdpica conforme ilustrados na figura 2. A analise clinica foi
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significativamente melhor em camundongos tratados com NLC Vb 0,06% e NLC «
0,25%.

L 179 1O | e

NLCVb 0,12% NLC Vb 0,1% NLC Vb 0,08% NLC Vb 0,06%

: )

J
~ Wy .

NLC a 0,5% NLC a 0,25% NLCa 0,1%

Figura 2. Lesdes tipo Dermatite Atépica induzidas com Dinitroclorobenzeno (DNCB) em
camundongos tratados com diferentes concentra¢des de Valerato de betametasona e Alfa-tocoferol em
nanocarreadores. Camundongos tratados com NLC Vb 0,12%, NLC Vb 0,1%, NLC Vb 0,08%, NLC Vb
0,06%, NLCa 0,5%, NLCa 0,25% e NLCa 0,1%.

A analise da espessura das orelhas mostrou uma melhora nos animais tratados
com as formulagdes de Valerato de betametasona e em nanocarreadores (Figura 3).
A espessura das orelhas dos animais melhorou em todos os grupos tratados com a
concentragdo reduzida de Valerato de betametasona (NLC Vb 0,1% p <0,01; NLC Vb
0,08% p<0,001; NLC Vb 0,06% p< 0,0001). Nao houve melhora nas formulagbes de

NLC a em todas as concentragdes utilizadas.
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Figura 3. Espessura da orelha em camundongos tratados com diferentes concentragdes de
Valerato de betametasona e Alfa-tocoferol em nanocarreadores no dia 24 do experimento. Os valores
de p foram considerados significativos quando * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

A figura 4 mostra a analise da pontuacao dos Scores das lesbes em orelhas
nos animais tratados com as formulagdes de Valerato de betametasona e Alfa-
tocoferol em nanocarreadores. O eritema das orelhas dos animais melhorou nos
grupos com a redugao da concentragéao do medicamento quando comparados com o
grupo NLC Vb 0,12%, tendo maior redugao nos animais tratados com NLC Vb 0,08%
(p<0,0001) e NLC Vb 0,06% (p<0,01). Ja os grupos tratados com NLC a ndo teve
diferenca estatistica entre os grupos e o controle.

Nos animais tratados com NLC Vb em concentragdes menores a espessura
das orelhas dos animais foi inferior a 0,23mm, e, portanto, o Score para o edema foi
de 0 (zero). Além disso, houve auséncia de sintomas na avaliagao da escoriagao
desses animais. N&do houve melhora no edema dos camundongos tratados com a
reducdo da concentracdo de Alfa-tocoferol. A analise da pontuacdo mostrou que a
escoriagao nos animais tratados com Alfa-tocoferol no dia 24 foi significativamente

menor nos animais do grupo NLC « 0,1% (p<0,01).
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No dia 24 a descamacéo foi reduzida nos grupos tratados com NLC Vb 0,1%
(p<0,1), NLC Vb 0,08% (p<0,01) e NLC Vb 0,06% (p<0,001), quando comparados com

o grupo DNCB. N&o houve melhora na descamacéo dos grupos tratados com NLC a.

* %k %k

* ok |T|
Y . 7]
*kkk
I Branco
[ DNCB

w
|

NLC Vb 0,12%
NLC Vb 0,1%

NLC Vb 0,08%
NLC Vb 0,06%

Score Clinico
"

BENEZBERON

—
e e e

NLC o 0,5%
l é NLC o 0,25%
0 - E— T NLC « 0,1%
> 2 0 0
. 0& 0@ C? {bc;b
< © &2
& oef’

Figura 4. Scores para eritema, edema, escoriagdo e descamacéo em orelha de camundongos
tratados com diferentes concentragbes de Valerato de betametasona e Alfa-tocoferol em
nanocarreadores no dia 24 de experimentagdo. Os valores de p foram considerados significativos
quando * p <0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

A analise da pontuacao do Score total das orelhas mostrou uma melhora nos
animais tratados com as formulagcbes de Valerato de betametasona e em
nanocarreadores (Figura 5). O Score das orelhas dos animais melhorou nos grupos
com a reducgao da concentracdo do Vb quando comparados com os grupos DNCB,
tendo maior redugdo nos animais tratados com NLC Vb 0,08% e NLC Vb 0,06%
(p<0,001). A pontuagéo do Score total das orelhas dos animais dos grupos NLC «
0,25% e NLC a 0,01% nao mostra redugao.
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Figura 5. Score clinico total em orelha de camundongos tratados com diferentes concentragbes
de Valerato de betametasona e Alfa-tocoferol em nanocarreadores. Os valores de p foram considerados
significativos quando * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.

6.2. Analise Histologica

Cortes histopatolégicos das orelhas corados com Hematoxilina & Eosina
mostraram um espessamento epidérmico reduzido e poucos infiltrados de células
inflamatdrias (Figura 6). Nos animais tratados com NLC Vb 0,08% ou NLC Vb 0,06%
observou-se um espessamento menor da camada epidérmica na segao histoldgica
das lesbes semelhantes a DA quando comparado ao grupo NLC Vb 0,1%, que
evidencia uma camada espessa da epiderme. Quando comparados com o grupo NLC
Vb 0,12% os animais tratados com concentracdes reduzidas de Vb nao houve reducao
no espessamento da camada epidérmica. Além disso, os animais tratados com NLC
Vb 0,08% ou NLC Vb 0,06% tiveram reducédo de infiltrados inflamatérios quando

comparados com NLC Vb 0,1%. No entanto, para os animais NLC « 0,25% e NLC «
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0,1% houve maior hiperplasia epidérmica, espessura e infiltrados inflamatorios

quando comparados com os animais tratados com NLC « 0,5%.

& ¥l

NLC Vb 0,06%

| i AN . -
NLC a 0,5% NLC a 0,25% NLCa 0,1%

Figura 6. Histopatologia das lesdes semelhantes a DA induzida por DNCB e tratadas com

diferentes concentracdes de Valerato de betametasona e Alfa- tocoferol em nanocarreadores.

7. DISCUSSAO

A base dos tratamentos para a DA na maioria das vezes € o uso de esteroides
tépicos. Entretanto, devido aos efeitos colaterais do uso de esteroides ha uma grande
preocupacao por parte dos pais, 0 que provoca uma baixa adesao do tratamento em
criangcas. Além disso, o efeito de adelgagar a pele limita a utilizagdo em areas
sensiveis como palpebras, face e virilha. Como segunda opg¢ao de tratamento existe
0 uso de inibidores tépicos de calcineurina, que, no entanto, ndo sao livres de efeitos
colaterais (atrofia cutanea, estrias, purpura e erupg¢ao acneiforme) e provocam uma
grande preocupagao com a possivel carcinogenicidade (SHAMS et al 2011). Neste
estudo mostramos que a redugcdo da metade da concentracdo de Valerato de
betametasona de 0,12% para 0,08 e 0,06% melhorou a gravidade da doenga e nao
teve o efeito de adelgacamento da epiderme.

Nanoparticulas poliméricas (NPs) séo utilizadas como técnica nao invasiva de
entrega de agentes terapéuticos na pele, além de ndo serem prejudiciais para o

estrato coérneo. NPs combinados com formulagdes de cremes topicos melhoraram a
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gravidade da DA e reduziram a espessura da pele em camundongos com lesdes
semelhantes a DA (HUSSAIN et al, 2014). Nosso estudo atual mostrou que a
utilizacdo de concentragdes reduzidas de Valerato de betametasona em NLCs teve
capacidade de induzir melhora nas caracteristicas clinicas da DA, reduzindo a
descamacao e o eritema e melhorando totalmente o edema (score 0).

Estudo realizado por Nagaich e Neha (2018) mostrou que NLCs carregados
com Valerato de Betametasona possuem um perfil de penetragcédo 2,59 vezes maior
que o gel comercial de Valerato de betametasona. Neste contexto, com a redugéo da
concentragcédo de Valerato de betametasona os animais dos grupos NLC Vb 0,08% e
NLC Vb 0,06% tiveram melhora na gravidade da doenga e no nivel dos Scores
clinicos, bem como reducédo dos infiltrados inflamatérios. Acreditamos que esta
melhora clinica e histopatoldgica das lesdes tipo DA se deve ao potencial de entrega
de droga do NLC. No entanto, em todos os grupos dos animais tratados somente com
Vitamina E (NLCa 0,5%, NLCa 0,25% e NLCa 0,1%) ndo houveram melhora nos
aspectos clinicos da lesdo semelhante a DA. Esses dados vao contra o estudo
realizado por Hayashi, D et al., (2012), que mostraram que o uso de Vitamina E
melhora os indices bioquimicos associados as lesdes de DA. Acreditamos que esse
achado se deve ao fato de o NLC ter um perfil maior de entrega da droga, fazendo
com que a Vitamina E seja entregue em grande quantidade ocasionando, dessa

forma, um perfil mais inflamatério do que anti-inflamatério.

8. CONCLUSAO

Apo6s a anadlise de todos os resultados, € possivel concluir que devido ao
potencial de entrega de drogas em NLCs, o tratamento com redug¢ao da concentragao
do farmaco nos nanocarreadores promoveu melhora na gravidade das lesdes
semelhantes a Dermatite Atdpica. Este estudo mostra que com a associacdo de
nanocarreadores pode-se reduzir a quantidade de drogas utilizada no tratamento de
Dermatite Atdpica diminuindo os riscos de efeitos colaterais devido ao uso de
esteroides. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar esses achados
em grupo amostral maior, com parametros laboratoriais adicionais, avaliando-se os
efeitos colaterais do Valerato de betametasona e do Alfa- tocoferol, bem como planejar

um estudo clinico placebo controlado em humanos.
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