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RESUMO

WEBER, Douglas Mroginski. Avaliacdo do efeito de nanocapsulas contendo
meloxicam na dermatite atdpica induzida por 2,4-dinitroclorobenzeno em
camundongos. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e Bioprospecc¢ao) -
Programa de Pos-Graduagédo em Bioquimica e Bioprospeccgao. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

A dermatite atopica (DA) € uma doencga de pele inflamatoria crénica e complexa que
afeta criancas e adultos ao redor do mundo. A terapia recomendada da DA tem sido
0 uso tépico de corticoides, inibidores da calcineurina, ou ambos, para melhorar os
sintomas e reduzir a inflamagdo. Embora os agentes topicos disponiveis sejam
geralmente bem tolerados, as suas aplicagcdes podem causar efeitos secundarios.
Assim, existe a necessidade de novas opg¢des de tratamento topico eficazes e sem
tais preocupacdes de seguranca. Um novo tratamento alternativo para a DA € o0 uso
de anti-inflamatérios ndo-esteroidais. De fato, o meloxicam é um farmaco anti-
inflamatorio ndo-esteroidal altamente potente, mas possui uma fraca permeacao na
pele. Neste contexto, as nanoparticulas poliméricas tém sido utilizadas como uma
abordagem interessante e moderna para melhorar a eficacia do farmaco, permitindo
uma distribuicdo sustentavel na pele. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o
efeito de nanocapsulas contendo meloxicam (NC-M) no tratamento tépico dos
sintomas, da resposta inflamatoéria e do estresse oxidativo em um modelo de DA em
camundongos machos BALB/c. O 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) (0,5 % em
acetona/oleo de oliva (3:1), 200 pl) foi aplicado na pele dorsal do camundongos nos
dias experimentais 1-3 para sensibilizacdo. Os camundongos foram expostos ao
DNCB (1%, 100 pul) na pele dorsal (nos dias 14, 17, 20, 23, 26 e 29) e na orelha direita
(nos dias 14-29). O tratamento com as nanocapsulas brancas (NC-B), o meloxicam
livre (M-L) ou as NC-M foram aplicados no dorso dos camundongos dos dias 14 ao
29. No dia 30, os escores da severidade da lesao de pele e 0 comportamento de se
cocar foram determinados. Apds, os animais foram sacrificados e as orelhas e a pele
dorsal foram removidos para a determinacédo dos parametros inflamatérios (edema e
atividade da mieloperoxidase (MPO) e de parametros oxidativos, niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e de tidis nao-proteicos (NPSH). Os
resultados confirmaram que o DNCB aumentou a severidade das lesdes de pele, o
comportamento de se cogar, o edema de orelha, a atividade da MPO na orelha e os
niveis de TBARS na pele dorsal em camundongos. Um importante achado do
presente estudo foi que a aplicagdo topica das NC-M foi capaz de reverter a
severidade dos escores de pele, o comportamento de se cocar e a resposta
inflamatoria induzida por DNCB em camundongos, mas nao teve efeito nos niveis de
TBARS da pele dorsal. Os tratamentos com NC-B ou M-L nado tiveram efeito
terapéutico neste modelo. Os niveis de NPSH da pele dorsal ndo foram alterados em
nenhum dos grupos experimentais. Em conclusdo, os dados reportados claramente
demonstraram que o meloxicam carreado por nanocapsulas poliméricas atenuaram a
resposta inflamatoria e subsequentemente melhoraram os sintomas em um modelo
de DA em camundongos, enquanto o tratamento com o M-L néao teve efeito.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Meloxicam, 2,4-Dinitrobenzeno, Anti-inflamatorios
nao-esteroidais, Pele.



ABSTRACT

WEBER, Douglas Mroginski. Evaluation of the effect of nanocapsules containing
meloxicam in atopic dermatitis induced 2,4-dinitrochlorobenzene in mice. 2017.
Dissertation (master's degree in biochemistry and bioprospecting) - Programa de Pés-
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2016.

Atopic dermatitis (AD) is a complex chronic inflammatory skin disease that affects
children and adults worldwide. Recommended therapy of AD has been the use of
topical corticosteroids, topical calcineurin inhibitors, or both, for improving the
symptoms and reducing the inflammation. Although available topical agents are
generally well tolerated, their applications may cause side effects. Thus, there is a
need for new effective topical treatment options without such safety concerns. A new
alternative treatment of AD is the use of non-steroidal anti-inflammatories. Indeed,
meloxicam is a highly potent non-steroidal anti-inflammatory drug, but it possessed
poor skin permeation. In this context, polymeric nanoparticles have been used as an
interesting and modern approach to improve drug efficacy, allowing sustainable
distribution within the skin. Therefore, the objective of this study was to investigate the
effect of meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC) on the topical treatment of
symptoms, inflammatory response and oxidative stress in an AD model in male BALB/c
mice. 2, 4-Dinitrochlorobenzene (DNCB) (0.5 % in acetone/olive oil (3:1), 200 pl,) was
applied to the dorsal skin of mice on experimental days 1-3 for sensitization. Mice were
challenged with DNCB (1 %, 100 pl) on the dorsal skin (on days 14, 17, 20, 23, 26,
and 29) and ear (right) (on days 14-29). Treatments with blank nanocapsules (B-NC),
free meloxicam (M-F) or M-NC were applied to the backs of the mice from days 14 to
29. On the day 30, skin severity scores and scratching behavior were determined.
After, animals were sacrificed and ears and dorsal skin were removed for determination
of inflammatory parameters (edema, myeloperoxidase (MPO) activity) and oxidative
parameters (thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and non-protein thiol (NPSH)
levels). Our results confirmed that DNCB increased the severity of skin lesions,
scratching behavior, ear edema, ear MPO activity and dorsal skin TBARS levels in
mice. An important finding of the present study was that topical application of M-NC
was able to reverse skin severity scores, scratching behavior and inflammatory
response induced by DNCB in mice, but did not have effect on the dorsal skin TBARS
levels. B-NC or M-F treatments did not have effect in this model. Dorsal skin NPSH
levels were not altered in any of the experimental groups. In summary, the data
reported herein clearly demonstrated that meloxicam carried by polymeric
nanocapsules the attenuate inflammatory response and subsequently ameliorated
symptoms in a mouse model AD, while F-M treatment did not have effect.

Keywords: Nanoparticles, Meloxicam, 2, 4-Dinitrochlorobenzene, Non-steroidal Anti-
inflammatory Drugs, Skin.
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1. INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA), também conhecida como eczema atdpico, é uma
patologia alérgica inflamatéria crénica da pele e sua morbidade tem aumentado em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (BIEBER et al., 2012). A DA pode
manifestar-se em qualquer idade, entretanto, ha uma maior incidéncia na infancia e a
maioria dos pacientes apresentam as primeiras manifestagdes clinicas antes dos
primeiros cinco anos de vida, podendo persistir até a fase adulta (RYAN et al., 2013;
WILLIAMS, 2005).

A DA é uma doenga complexa e acredita-se que sua evolugao ocorra a partir
da predisposicdo genética a atopias, com a interacdo de diferentes estimulos
ambientais. Os mecanismos subjacentes dessa doenga ainda ndo estdo bem
elucidados, porém defeitos na resposta imune a alérgenos e defeitos da barreira
epidérmica sao considerados como os principais (BANDIER et al., 2014
JUNGERSTED et al., 2010). Estudos genéticos e moleculares mostraram que ha um
grande numero de genes envolvidos no desenvolvimento da DA, incluindo genes que
codificam citocinas que participam das reagdes atdpicas, proteinas epidérmicas, entre
outros (ZHENG et al., 2011; ESPARZA-GORDILLO et al., 2009).

Os principais sintomas clinicos da DA caracterizam-se por ressecamento
intenso da pele (xerose) tornando-a aspera, eritema, edema, vermelhiddo, niveis
elevados de IgE e eosinofilia, inchagco da pele e prurido moderado ou intenso com

predominio a noite, com consequente impacto no sono, aprendizagem e humor

(NASSARRE, 2009; SCHMITT et al., 2016). Estes sintomas geralmente sao
acompanhados de asma e renite alérgica, formando assim uma triade, geralmente
chamada de marcha atépica, sugerindo que a DA é um "ponto de entrada" para
doencas alérgicas posteriores (DHARMAGE et al., 2014; SPERGEL; PALLER, 2003).

Contudo, a maioria dos pacientes desenvolve primeiramente uma condicao de
inflamacao, antes mesmo de quaisquer lesdes na pele se tornarem visiveis (PARK;
OH, 2014). Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo esta envolvido na

patogénese da DA, pois quando os leucécitos sao recrutados para o local da

inflamacao, ocorre a liberacao de diversas enzimas, espécies reativas (ERs) e
mediadores quimicos no intuito de eliminar o agente alérgeno. Assim, o estresse
oxidativo desempenha um papel importante no processo inflamatério (BISWAS, 2016;
VERRI et al., 2012).
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Os corticosteroides topicos tém sido o tratamento farmacoldgico mais utilizado
para a DA, entretanto a eficacia destes tratamentos é limitada, e a aplicagdo a longo
prazo traz varios efeitos adversos (EICHENFIELD et al., 2014; RING et al, 2012). Os
imunossupressores sistémicos também sao usados para a DA e geralmente sdo mais
eficazes do que os tratamentos topicos, mas eles carregam consigo um alto risco de
toxicidade. Conhecendo esses riscos, o indice de interrup¢édo do tratamento torna-se
elevado (BLUME-PEYTAVI e WANH 2011; HENGGE et al, 2006; KATAYAMA et al,
2011; SIDBURY et al, 2014).

Uma nova alternativa para o tratamento da DA é o uso de anti-inflamatorios
nao-esteroidais (AINES). Recentemente, demonstrou-se a eficacia e seguranca do
Crisaborole, um AINE, para o tratamento topico da pele de criangas e adultos com DA
(JARNAGIN et al., 2016). Entretanto, existem poucos estudos mostrando o efeito dos
AINEs na DA.

Entre os AINES encontra-se o meloxicam, um potente anti-inflamatério que
exerce sua acgao através da inibicdo seletiva da atividade da enzima cicloxigenase
(COX-2). Sua principal limitagdo inclui a baixa solubilidade aquosa, pobre
incorporagcao em formulagdes e baixa permeabilidade na pele (JANTHARAPRAPAP
e STAGNI, 2007; YUAN et al., 2006). Neste contexto, diversos estudos tém buscado
melhorar a absorcao e disponibilidade percutanea do meloxicam, evitando os efeitos
adversos associado a via oral (AH et al., 2010; JANTHARAPRAPAP e STAGNI, 2007,
KASLIWAL et al., 2008; RUIZ et al., 2007; YUAN et al., 2006, 2007a,b).

Na dermatologia, as nanoparticulas poliméricas tem sido usadas como uma
moderna ferramenta para melhorar a solubilidade e eficacia de diversas drogas,
permitindo uma melhor distribuicdo, reduzindo a dose e a frequéncia de administracao
(KUMARI et al.,, 2010). No entanto, ndo existem estudos mostrando o efeito de
nanocapsulas poliméricas contendo meloxicam em doencas de pele, como a DA.
Assim, este estudo buscou investigar o efeito de nanocapsulas de meloxicam no

tratamento da DA em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento tépico com nanocapsulas contendo meloxicam

na DA induzida por 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do tratamento tdépico com as nanocapsulas de meloxicam
frente aos sintomas da DA induzida por DNCB em camundongos.

Analisar o efeito do tratamento topico com as nanocapsulas de meloxicam na
resposta inflamatoéria induzida por DNCB.

Avaliar o efeito do tratamento tdépico com as nanocapsulas contendo meloxicam
sobre os parametros oxidativos induzido por DNCB.

Comparar o efeito do meloxicam livre com as nanocapsulas contendo
meloxicam na DA.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DERMATITE ATOPICA (DA)
3.1.1. CARACTERISTICA GERAIS DA DOENGCA

A DA também denominada eczema atdpica € uma doenca alérgica inflamatoria
crOnica recidivante, que atingiu propor¢cdes de epidemia no mundo inteiro, e sua
prevaléncia esta aumentando principalmente em lactentes e criancas (BIEBER,;
CORK; REITAMO, 2012; ODHIAMBO et al.,2009). A condicdo geralmente
desenvolve-se durante a infancia, onde 70% dos pacientes apresentam os primeiros
sintomas antes dos 5 anos de vida, com incidéncia maior em lactentes, podendo
persistir até a fase adulta, na qual a incidéncia varia entre 1 a 3% (BAE et al., 2013;
NAIDOO e WILLIAMS, 2013).

O primeiro estudo cientifico a relatar sobre a DA foi escrito por Wise e
Sulzberger, no ano de 1933, e define o termo “atopia”. Este artigo demonstrava
diversas alteragdes cutaneas, as quais na época eram nomeadas como subgrupos
das “neurodermites”, com suas varias nomenclaturas, tais como neurodermite
generalizada, prurido generalizado com liquenificacdo, entre outros. Nesse artigo, os
autores entao sugerem que a melhor denominacgao dessas alteragdes dermatoldgicas
seria a de DA (WISE e SULZBERGER, 1933).

Atualmente resultados mostrados pela International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC) demonstraram grande variabilidade na prevaléncia
mundial da DA nos Estados Unidos da América (EUA). Estimou-se que nos EUA a DA
afetou 10,7 % das criangas, com uma variacao entre regides de 8,7-18,1 %. Na
Europa, estimou-se que a prevaléncia variou entre 15 e 20 % das criangas
(ODHIAMBO et al., 2009; STROM e SILVERBERG, 2016; WILLIAMS et al., 1999). Na
América Latina, os resultados obtidos pela ISAAC mostraram uma prevaléncia entre
5 e 15 %, e no Brasil a média nacional de incidéncia de DA foi de 8,2 %, com variagoes
entre 5,3 e 15%. Estes dados sugerem que os fatores sociais e/ou ambientais podem
desempenhar um papel importante na manifestacdo da doenca (SHAW et al., 2011;
SOLE et al., 2006).

A DA pode ser dividida em aguda e cronica. Em lactentes e criancas ha um
predominio da DA aguda, na qual a histopalogia das lesdes é caracterizada por uma
hiperplasia epidérmica, uma espongiose ocasionalmente levando a formacgao de
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vesiculas, um infiltrado inflamatério composto por linfécitos e histiocitos, com numero
variavel de eosinofilos e mastécitos na derme superior, um eritema e uma exocitose
de linfocitos para a epiderme. Na fase crénica, a incidéncia maior € nos adultos, na
qual as lesbes sao liquenificadas com aparecimento de paraquetose, hiperplasia
epidérmica irregular, ressecamento intenso (xerose), infiltrado superficial dérmico
moderado de linfocitos, histiocitos e alguns eosinéfilos com aumento do numero de
mastdcitos. Além disso, o espessamento papilar da derme e as alteragdes venulares,
incluindo hiperplasia endotelial e espessamento da membrana basal, sdo observados
(BRUIN WELLER et al., 2012; DARSOW et al., 2010; MIHM et al., 1976).

Além de disfungdo imunoldgica, existem anormalidades na formacdo da
barreira da pele, que estao presentes, nao s6 nas areas danificadas, mas também na
pele que ndo apresenta sintomas clinicos (ADDOR et al., 2012). As lesbes na pele de
lactentes podem se apresentar de forma generalizada, mas normalmente ocorrem em
bochechas e no couro cabeludo. A medida que a crianga comeca a engatinhar, podem
aparecer lesdes nos joelhos e cotovelos (OH et al., 2012).

Em criancas mais velhas e na adolescéncia, as lesbes sao vistas mais
comumente nas articulagdes, podendo também afetar maos e a regiao inferior e lateral
do pescoco. Nos adultos com DA, as erupgoes sdao mais localizadas e mais
comumente encontradas nas flexdes, particularmente joelhos e cotovelos, porém
pode-se encontrar lesées nos pés, parte externa e interna das maos, na parte peitoral
e na regiao lateral e superior do pescoco (Figura 1) (MACK, 2004).

A presenca destes sintomas clinicos tem impacto fisico e social significativo
nos pacientes e seus familiares, sendo que muitos pais de criangas com DA relatam
sentimentos de culpa, cansaco, frustacdo e de impoténcia ao longo da doenca,
relatando também que os filhos sofrem com dificuldades para dormir, falta de
frequéncia escolar e irritabilidade (DA VEIGA, 2012). KEMP (2003) descreveu que o
estresse familiar associado aos cuidados de criangas com a DA moderada a grave foi
significativamente maior do que a diabetes mellitus tipo I, e que os gastos com o
tratamento tem sido extremamente elevados.

Um estudo realizado por ELLIS e DRAKE (2002) estimou que os custos
associados ao tratamento da DA infantil nos EUA tem sido em torno de 364 milhdes
de dolares por ano, e esses valores seriam de gastos com o servico médico e de
medicamentos prescritos para o tratamento da DA. A DA tem representado um grande
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desafio para a pediatria, pois trata-se de uma doenca da infancia, com inicio precoce

e que altera muito a sociabilidade de quem a possui (SVENSSON et al., 2011).
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Figura 1: Lesdes na pele de criangas e adultos com DA (Adaptado de WEIDINGER e
NOVAK, 2016, p. 1111).

O diagndstico da doenca baseia-se nas manifestagdes clinicas do paciente,
que variam com a idade (THOMSEN, 2014). Além disso, ha uma predisposi¢cao
genética a doencgas atdpicas e 0 aparecimento de outras doengas durante o curso da
DA, como a renite e a asma, sendo esta triade conhecida como marcha atdpica, o que
auxilia no diagnostico da doenca (Figura 2) (SIMPSON,2012).
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Figura 2: Caracteristicas imunoldgicas da marcha atépica. (Adaptado de SPERGEL e PALLER,
2003, p. 125).
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Hanifin e Rajka (1980) elaboraram uma lista de critérios clinicos para auxiliar
no diagnostico da DA, os quais ainda sao utilizados nos dias atuais. Utilizando estes
critérios, um paciente para ser diagnosticado com DA precisa ter trés ou mais dos
critérios considerado maiores, e trés ou mais dos critérios considerados menores
(Tabela 1).

Tabela 1: Critérios diagnésticos para a DA postulado por Hanifin e Rajka (1980).
Critérios maiores (trés ou mais)

Prurido Historia pessoal ou familiar de atopia

Morfologia e distribui¢do tipica das lesbes Dermatite crénica e recidivante

Critérios menores (trés ou mais)

Xerose Hiperlinearidade palmar

Inicio precoce da doenca Tendéncia a infec¢des cutaneas
Queratose pilar Prega infra orbital de Dennie-Morgan
Tendéncia a dermatite inespecifica de Pitiriase alba

maos e pés

Dermografismo branco Palidez ou eritema facial

Queilite Eczema de mamilo

Pregas anteriores do Pescoco Acentuacao perifolicular
Escurecimento Periorbital Alopécia areata

Sinal de Hertogue (rarefacao das Hiper-reatividade cutanea (Tipo |)

sobrancelhas

Elevacéao da IgE sérica Enxaqueca
Conjuntivites recorrentes Intolerancia alimentar
Curso influenciado por fatores emocionais Catarata

Curso influenciado por fatores ambientais Ceratocone

Prurido Urticaria colinérgica

Alergia ao niquel

Os critérios postulados por Hanifin e Rajka (1980) foram posteriormente
revisados pela Academia Americana de Dermatologia (HANIFIN et al., 2004). A tabela
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original de Hanifin e Rajka foi reformulada, sendo criado critérios mais uteis para o

diagnostico da DA na pratica clinica (Tabela 2).

Tabela 2: Critérios diagnésticos para DA modificado pela Academia Americana de Dermatologia
(HANIFIN et al., 2004).

Caracteristicas essenciais Coceira,
Eczema com morfologia tipica e padrao especifico
da idade.

Caracteristicas importantes ldade de inicio precoce,
Atopia (historia pessoal ou familiar),
Pele seca.

Caracteristicas associadas  Resposta vascular atipica (ou seja, palidez facial,
dermografismo branco),
Queratose pilar, hiperlinearidade palmar, ictiose,
Alteragdes oculares e periorbitarias,
Outros achados regionais (por exemplo, lesdes
perioral e periauricular),
Acentuacao  perifoliculares, liquenificacdo e
escoriagoes.

Além disso, Williams e colaboradores (1994) elaborou um conjunto de
perguntas uteis para o diagndstico da DA e amplamente utilizado em pesquisas
epidemiologicas. Nessa forma de classificacdo, o paciente deve apresentar prurido,

junto com trés ou mais dos achados que estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Critérios diagndsticos para DA desenvolvido por Williams e colaboradores (1994).

Historia de dermatite flexural

Histdria de alergia respiratoria no paciente ou parente de primeiro grau
Pele seca

Lesbes eczematosas ocorrendo antes dos dois anos de idade

Eczema presente

Alguns achados laboratoriais sao importantes para o auxilio no diagnostico da
DA, entretanto, ndo sado conclusivos (KATAYAMA et al.,, 2011). Alguns testes
realizados s&o a contagem de eosindfilos no sangue periférico e a determinagao dos
niveis séricos de IgE total. A presenca de eosinofilia e de niveis elevados de IgE
geralmente sdo encontrados em pacientes com DA. Porém, cerca de 20 % dos
individuos com essa patologia ndo apresentam alteracbes nos niveis de IgE, e a
eosinofilia associada com aumento de IgE sérica também pode ser encontrado em

outras situacgdes clinicas, como por exemplo parasitoses, reacoes a drogas e doencas
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infecciosas (BREUER et al., 2004; LONGO et al.,, 2013; WEIDINGER e NOVAK,
2016).

A avaliacdo laboratorial também pode realizar ensaios que venham a
proporcionar a descoberta de agentes provocadores de DA. Testes esses que sao
essenciais para a elaboracdo de estratégias terapéuticas e para a prevencao de
contato com alérgenos entre outros fatores desencadeantes (KATAYAMA et al.,
2014).

Os testes mais utilizados s&o os testes cutdneos, como o teste de leitura
imediata, que consiste em detectar quais alérgenos (natural, ambiental ou alimentar)
podem induzir uma reagao alergica no paciente. Outro teste utilizado € o teste de
contato para atopia, que é realizado diretamente na pele do paciente, colocando
substancias especificas em contato com a mesma, provocando uma exposi¢cao do
paciente ao alérgeno e produzindo areas de dermatite, quando entrar em contato com
uma substancia que desencadeia uma reacgao alérgica (BELTANI, 2003; KIM et al.,
2015; OKUBO et al., 2014).

Além disso, ha o teste de provocacgao oral com alimentos que pode ser dividido
em trés tipos, aberto quando o alimento é oferecido e de conhecimento do paciente,
familiares e médico. Placebo controlado quando o alimento é mascarado de forma que
o paciente ndo reconheca se esta ingerindo o alimento suspeito ou o placebo, apenas
0 médico conhece o que esta sendo administrado. E o teste duplo cego, no qual o
alimento testado e o placebo sao preparados por uma terceira pessoa nao envolvida
na avaliagcao do paciente, sendo este o mais fidedigno, por diminuir a influéncia tanto
do observador quanto do paciente sobre o teste, no qual todos esses procuram algum
agente alérgico ao paciente (MENDONCA et al., 2011; SAEKI et al., 2016).

3.1.2. FISIOPATOLOGIA DA DERMATITE ATOPICA

A fisiopatologia da DA é complexa e nao é completamente compreendida.
Acredita-se que a DA é um resultado das interacbes entre 0s genes de
susceptibilidade e os fatores ambientais (LEUNG e BIEBER, 2003; ZHENG et al.,
2011). Uma das hipéteses é que a propensao genética para uma barreira epidérmica
comprometida, incluindo mutacdes de genes para proteinas estruturais da epiderme,
tais como filagrina (FLG), que é uma proteina estrutural essencial da pele responsavel
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pela retencdo de umidade, aumenta as possibilidades de penetragao por alérgenos
(Figura 3) (BANTZ; ZHU; ZHENG, 2014; BIEBER, 2010).

INICIO DA PREVENCAO DA DERMATITE ATOPICA

A terapia emoliente melhora a
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Figura 3: Mutacao da Filagrina (FLG) pode provocar entrada de alérgenos e ocasionar a DA
(Adaptado de SIMPSON et al, 2014, p. 820).

O processo de sensibilizagao € iniciado quando as células apresentadoras de
antigenos, tais como células de Langerhans, processam o antigeno e apresentam
seus fragmentos para os linfocitos, estimulando assim a infiltracdo de células T
auxiliares (Th) na pele. Os estimulos fornecidos por essa célula apresentadora de
antigeno ocasionara a polarizacao dos linfécitos ThO, fazendo assim com que ele se
diferencie nos subtipos Th2 e Th22 (ESPERGEL, 2010). Estes linfocitos Th2 e Th22
segregam as citocinas pro-inflamatérias, incluindo as interleucinas (IL)-3, IL-4, IL-5,
IL-13, IL-22 e fator de necrose tumoral a (TNF-a), estimulando as respostas
imunitarias humorais (fase aguda) (Figura 4) (DE BENEDETTO; KUBO; BECK, 2012).
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proteases Lesdo Aguda
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Figura 4: Principais alteragdes fisiopatoldgicas na DA. 1-barreira epidérmica, 2- Sensibilizagao,
3- Regulagdo imunoldgica, 4- Resposta do tecido, CL- Células de Langerhans, Tm- Células T de
memoéria, CDE- Célula dendritica epidermal, CD- Célula dendritica, Th- T-helper, LTE- Linfopoeitina
timica estromal, CLI- Célula linfoide inata, EO- Eosindfilos, MC- Mastdcitos (Adaptado de WEIDINGER
e NOVAK, 2016, p.1114).

Os mediadores pro-inflamatérios prejudicam a diferenciacédo e a integridade
epidérmica e ativam queratindcitos que liberam mais mediadores pro-inflamatorios e
pruritogénicos. As lesbes crénicas sao caracterizadas por progressao adicional de
hiperplasia epidérmica, composi¢do corneocitaria alterada, adesdo e quantidades
reduzidas de lipidios intercelulares. A ativagao continua dos subconjuntos Th2 e Th22
e ativagdo das vias Th1l e Th17 prejudicam ainda mais a fungdo da barreira
epidérmica, acelerando a inflamagao local e promovendo a remodelagdo cutanea
(FLOHR e MANN, 2014; ON et al., 2017).
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3.1.3. TRATAMENTO DA DA

A DA ainda n&o tem cura, e muitos pacientes irdo cronificar a doenca. Por isso,
o tratamento dessa patologia visa melhorar os sintomas, através de varios aspectos
como, a continua reparacdo da barreira epidérmica com emolientes e cremes
hidratantes, e evitar irritantes especificos e inespecificos, como alérgenos e roupas
que nao sejam de algodao. Assim ao reduzir a secura da pele, a coceira ira diminuir,
e com isso diminuira o risco de infeccao (LANGAN; SILCOCKS; WILLIAMS, 2009).

Além disso, o tratamento de rotina é constituido pelo uso topico de
corticosteroides ou inibidores da calcineurina e do uso oral de anti-histaminicos.
Porém, em casos mais graves utiliza-se a fototerapia e 0os imunossupressores
sistémicos (Figura 5) (CARR, 2013; MCCOLLUM; PAIK; EICHENFIELD, 2010).

Contudo, o insucesso do tratamento ocorre pela sua fraca adesao dos
pacientes, em particular, a terapia topica, devido aos potenciais efeitos adversos dos
corticosteroides e dos inibidores da calcineurina (AUBERT-WASTIAUX et al., 2011).
Além disso, o tratamento com anti-histaminico causa um efeito sedativo, podendo
deixar o paciente sonolento durante o dia, prejudicando seu rendimento escolar, no
trabalho e sua qualidade de vida (NQ; LIEW; ANG, 2015).

A falta de farmacos empregados para o tratamento da DA, que associem uma
alta eficacia com baixos efeitos colaterais, tem estimulado a pesquisa de novos
agentes terapéuticos. Neste sentido, tendo em vista que o processo inflamatério esta
envolvido na DA, uma alternativa para o tratamento seria utilizar farmacos que agem
em enzimas Cicloxigenase-1 e Cicloxigenase-2 (COX-1 e COX-2) e mediadores pro-
inflamatorios (GITTLER; WANG; ORLOW, 2017; GOTTLIEB, 2005).

Dentre esses farmacos, destacam-se os AINES, que sdo conhecidos como
nao-opidides, os quais sao utilizados para o tratamento de dores e inflamacdes
agudas e crbnicas. Entre os AINES, um dos potentes anti-inflamatérios € o meloxicam,
o qual atua diminuindo a inflamacao através da inibicao seletiva da atividade da COX-
2 no local da lesao (AH et al., 2010; YUAN et al., 2010). Além disso, recentemente,
Jarnagin e colaboradores (2016) demostraram a eficacia e seguranca do Crisborole,
um AINE, para o tratamento tépico da pele de criancas e adultos com DA (JARNAGIN
et al., 2016).
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Figura 5: Fluxograma de tratamento da DA (Adaptado de GUILHERME et al., 2014, p. 166).

3.2 MELOXICAM X PELE

O mecanismo de acao dos AINES esta envolvido no bloqueio da producao de
prostaglandinas por meio da inibicdo da enzima COX no local da lesdo, diminuindo
assim, a inflamagéao. Existem trés isoformas, denominadas COX-1, COX-2 e COX-3.
Quais se diferenciam pela sua estrutura e fungédo, a enzima COX-1 possui 576
aminoacidos e nos humanos € produzida pelo gene PTGS1, e € responsavel pela
catalise de prostaglandinas e tromboxano, participando da manutenc¢ao dos processos
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de manutencdo da protecdo da mucosa gastrica e homeostasia e regulacdo de
perfusdo renal (BAPNA e CHAUHAN, 2015; OKSUZ et al., 2016).

A COX-2 possui 587 aminoacidos e nos seres humanos é codificada pelo gene
PTGS2, esta presente na maioria dos tecidos e diante de um quadro inflamatério sua
expressao € aumentada cerca de 20 vezes. Esta enzima é responsavel pela formacao
de importantes mediadores bioldégicos chamados prostanodides (incluindo
prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano). A inibicdo farmacologica da COX-2
pode causar alivio aos sintomas da inflamag&o e da dor (MARTINEZ et al., 2017;
UCHIDA, 2017).

Nos ultimos anos foi proposto a existéncia de uma terceira isoforma desta
familia enzimatica, denominada COX-3, a qual é encontrada no cérebro, medula
espinhal e coragdo. Ao contrario das COX-1 e COX-2, ndo produz prostanoides pro-
inflamatérios, mas sim substéncias anti-inflamatorias (DHULL et al.,, 2012;
KONSTANTINIDOU, GKERMANI, HADJIPAVLOU-LITINA, 2015; WU e WAN, 2010).

Entre os AINES, destaca-se o meloxicam (4-hidroxil-2-metil-N-(5-metil-2-
tiazolil) -2H-1,2-benzothiazina-3- carboximida-1,1-diéxido) (Figura 6) por possuir
efeitos adversos menores quando comparados a outros AINES, é um AINE derivado
do acido endlico (enolcarboxamida). Esse farmaco surgiu fundamentado pela teoria
da seletividade das COX, sendo assim esse medicamento, tal como outros AINES, é
um potente inibidor da COX. Porém, distingue-se da maioria dos AINES disponiveis
no mercado, por apresentar maior afinidade pela COX-2, do que pela COX-1. Com
isso, atribui-se que este farmaco possui menores efeitos adversos do que outros
farmacos de sua classe devido a sua maior afinidade pela COX-2 (Figura 7) (UEHARA
et al., 2016).

CH

Figura 6: Estrutura quimica do meloxicam (JOLLIET et al, 1997).
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Figura 7: Agdo do meloxicam sobre a COX-2 (Autoria prépria, 2017).
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Embora o meloxicam tenha menos efeitos adversos do que outros AINES, o
seu efeito farmacoldgico é diminuido por possuir elevada afinidade por proteinas do
plasma e baixos volumes de distribuicdo. Além disso, a administracdo dérmica do
meloxicam torna-se prejudicada pelas propriedades da barreira estrato cornea
(ASGHAR; JAMALLI, 2015; EROGLU et al., 2012; SANATAKAR et al., 2014).

Este tipo de farmaco s6 podera oferecer uma acgao anti-inflamatéria satisfatoria,
se for capaz de permear através do estrato cérneo, o qual tem a funcdo de manter a
integridade da pele, representando assim a principal barreira para a permeacao de
farmacos (ASGHAR e JAMALLI, 2015; MENON; CLEARY; LANE, 2012). A
permeabilidade da pele depende de varios fatores, tais como a espessura, a
integridade e a hidratacdo do estrato céorneo (PHAM et al., 2016).

O estrato corneo, refere-se a uma camada fina (cerca de 20 um) composta de
células epidérmicas anucleadas mortas e secas, que sao substituidas por filamentos
de queratina incorporados a uma matriz lipidica multilamelar continua. A composicao
lipidica € amplamente diferente em compara¢do com a maioria das outras membranas

biolégicas, uma vez que inclui basicamente componentes como fosfolipidios,
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ceramidas de cadeia longa, acidos graxos e colesterol (Figura 8) (YOSHIDA et al.,
2017).

A Pele Células epidérmicas
mortas e secas

Estrato Cérneo  — - T
Matriz lipidica

multilamelar

Epiderme

Derme - L___ — o - |
Figura 8: llustracao representativa da pele (Adaptado de LINO et al., 2017).

O estrato coérneo pode atuar como um reservatério para formulagdes aplicadas
na pele, porém é a principal barreira para a permeacao de substancias ativas. Isso
ocorre porque se trata de uma regido que contém muitos lipidios, organizados em
camadas lamelares, as quais acabam dificultando a difusdo dos ativos (LINO et al.,
2017).

A maioria dos farmacos utilizados para o tratamento de problemas
dermatolégicos tem como local de acdo os tecidos mais profundos da pele. Porém,
para que tenha uma acao satisfatoria, o farmaco necessita permear o estrato corneo
para chegar ao seu local de acdo. Sendo assim, a utilizacao clinica de farmacos por
esta via esta limitada pela capacidade destes ultrapassarem a barreira da pele
(TAKEICHI et al., 2017).

Um grande desafio no campo da pesquisa farmacéutica € encontrar farmacos
gue tenham a capacidade de permear esta barreira altamente ordenada. Dessa forma,
diferentes estratégias tém sido propostas para aumentar a permeacao cutanea de
farmacos, sobretudo com a evolucao da tecnologia na area farmacéutica. Um exemplo

desta evolucdo sao os sistemas que utilizam nanocarreadores, como por exemplo as



32

nanocapsulas, as quais possuem uma area superficial adequada, que as torna
altamente propicias para a aplicagcdo de substancias lipofilicas, promovendo uma
liberacdo homogénea do farmaco (WICKENS et al., 2016). De fato, nho campo da
dermatologia, as nanoparticulas poliméricas tem sido usadas como uma moderna
ferramenta para melhorar a solubilidade e eficacia de diversas drogas, permitindo uma
melhor distribui¢do, reduzindo a dose e a frequéncia de administragdo (KUMARI et al.,
2010).

3.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € uma ciéncia capaz de manipular a matéria a escala atbmica
e molecular, criando novos materiais e desenvolvendo novos produtos na escala
nanométrica (WRIGHT et al., 2010). O prefixo nano deriva do grego “ando” em que
um nm equivale a 1 bilionésimo de metro (10°m) (GUTERRES; ALVES; POLHMANN,
2007). Os materiais e produtos com tamanhos desta ordem de grandeza geralmente
exibem caracteristicas funcionais unicas, ndo encontradas em matérias similares a
escala macro (ZHANG et al., 2011).

A nanotecnologia vem sendo tratada como a principal inovagdo na area
farmacéutica, sendo que estas nanoestruturas, aos poucos comeg¢am a ser
consideradas como sistemas tecnologicos viaveis para incorporagao de substancias
ativas, como farmacos e assim culminando no surgimento de novos produtos no
mercado (COMOGLUAT; ARISQOY; AKKUS, 2016; ZHU; ZHANG; YU, 2017). Além
disso, ela tem sido aplicada em varios campos, tais como biomédico, o6ptico,
eletrénico, na descontaminacdao de agua, assim como a entrega de farmacos de
maneira seletiva (MU e SPRANDO, 2010).

As nanocapsulas, por apresentarem alto potencial de encapsulamento de
substancias, especialmente farmacos lipofilicos, oferecem algumas vantagens
exclusivas como a entrega controlada da droga e a liberacdo de farmacos em sitios
de acao especificos. Neste sentido, elas melhoram o indice terapéutico ao aumentar
a eficacia e/ou atenuar a toxicidade de farmacos, reduzindo a absorcao sistémica, e
ao mesmo tempo, reduzindo os efeitos adversos provocados pelo farmaco (NAUMAN
et al., 2015; ZHU; ZHANG; YU, 2017).

Existem ainda relatos do seu uso para a protecao de diferentes sistemas para

aplicagbes farmacéuticas ou cosméticas, especialmente para substancias sensiveis a
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oxidagao por variagdo de pH, presenca de agua ou por efeito de luz ultravioleta, ou
ainda, substancias que se degradam em temperaturas acima de 40 2C (PALMER e
DELOUISE, 2016). Além disso, o numero de aplicacbes ou das doses do
medicamento pode ser reduzido, apresentando maior adesdo dos pacientes ao
tratamento (FRIEDRICH et al., 2016).

As nanoparticulas utilizadas como vetores de entrega de farmacos séo
composta por diferentes materiais biodegradaveis, tais como polimeros naturais ou
sintéticos, lipidios ou metais, e estes ainda podem ser administrados por diversas vias.
As nanoparticulas poliméricas em geral variam de 10 a 1000 nm, e sao sistemas
carreadores de farmacos que incluem as nanoesferas e as nanocapsulas (Figura 8)
(MORA-HUERTAS, FESSI e ELAISSARI, 2010).

NANOCAPSULAS NANOESFERAS

Parede Polimérica
Farmaco

Farmaco

Nucleo oleoso Matriz Polimérica

nm nm

Figura 8: llustragéo representativa de nanoesferas e nanocapsulas (Adaptado de MELO; JUNIOR;
FIALHO, 2012).

As nanocapsulas sao estruturas coloidais constituidas por vesiculas de um fino
involucro de polimero biodegradavel e uma cavidade central com nucleo oleoso, no
qual o medicamento é confinado neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica
(Figura 8) (SOPPIMATH et al., 2001). Além disso, o local onde o farmaco ficara
dissolvido vai depender das propriedades fisico-quimicas e da composicdo das
nanocapsulas (GRABOWSKI et al., 2016). As nanoesferas sao sistemas de matrizem
gue o medicamento € uniformemente disperso na parede polimérica, pois elas nao
possuem 6leo em sua composicao (Figura 8) (MOUSLMANI e PATRA, 2015).
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Além disso, o tamanho nanométrico das nanoparticulas também permite o
acesso para dentro da célula e em varios compartimentos celulares, inclusive o
nucleo. Acredita-se que as nanocapsulas formem um filme de protecao na superficie
e controlem a penetracao das substancias encapsuladas, e ainda por possuirem um
tamanho muito pequeno, conseguem carrear o farmaco através do estrato cérneo
(LOWENAU et al., 2016). Portanto, as nanoparticulas tém surgido como ferramentas
promissoras, para estudos de entrega de drogas ou outras substancias, tornando-se
assim alternativas terapéutica para varias patologias (NAUMAN et al., 2015).

A possibilidade de convergéncia das diferentes areas como a quimica, a
biologia e a fisica, levam a nanotecnologia a ter uma multiplicidade de aplicagdes.
Devido a esse carater interdisciplinar, acredita-se que a nanotecnologia tenha o
potencial de revolucionar tanto a drea da saude como a area tecnoldgica (CARR e
WRIGHT, 2012). Por ser uma area com um grande potencial, as pesquisas
envolvendo nanomateriais na busca por tratamentos mais eficientes vém chamando
a atencao de varios pesquisadores nos ultimos anos (ADAIR et al., 2010; AHAD et al.,
2014; MAYER et al., 2015; MOUSLMANI e PATRA, 2015).

O nosso grupo de pesquisa tem realizado trabalhos demonstrando a eficacia
do meloxicam nanoencapsulado em varios modelos experimentais de inflamacao.
laniski e colaboradores (2012, 2016) demonstraram o efeito das nanocapsulas
contendo meloxicam, apos a administragao oral, na profilaxia e no tratamento de um
modelo de doenca de Alzheimer em camundongos. Além disso, as nanocapsulas
poliméricas contendo meloxicam, administradas pela via oral, apresentaram um efeito
mais prolongado e pronunciado que o meloxicam livre em diferentes modelos de
nocicepcao e inflamacdo em camundongos (IANISKI et al., 2016; VILLALBA et al.,
2014). Recentemente, Villalba e colaboradores (2016) mostraram que as
nanocapsulas contendo meloxicam administradas pela via oral, ndo causaram
toxicidade gastrica e hepatica em camundongos, enquanto estas toxicidades foram
evidentes apos o tratamento com o farmaco na forma livre.

Mediante ao exposto, pode-se inferir que existem diversas vantagens
farmacolégicas no uso do meloxicam nanoencapsulado, frente ao uso do farmaco na
forma livre, mostrando assim quao relevante a nanotecnologia tem se tornado na
pesquisa de novos tratamentos eficazes no combate da inflamacao. No entanto, ndo
existem estudos mostrando o efeito de nanocapsulas poliméricas contendo meloxicam

em doengas inflamatorias de pele.
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3.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DERMATITE ATOPICA

Modelos animais que mimetizem as doengas dermatoldgicas sdo necessarios
para permitir aos pesquisadores entender e estudar a acdo de possiveis novas
drogas. O modelo ideal deve incluir todas as caracteristicas da patologia a ser
estudada como sinais clinicos, imunologicos, comportamentais entre outros
(PETERSEN, 2006). Atualmente sdo descritos alguns modelos experimentais
indutores da DA, como o uso de 13-acetato de 12 tetradecanoiforbol (TPA), 2,4-
dinitrofluorobenzeno (DNFB) e o DNCB, pois ambos tem o poder de simular a DA em
animais (AKRAM et al., 2016; LEE et al., 2016).

O TPA é um diéster do forbol, e também um constituinte ativo do 6leo de créton,
sendo assim, uma substancia pro-inflamatéria com um alto poder de hiperproliferacdo
celular da pele em animais, semelhante a muitas doencas de pele, como por exemplo
a DA. Este composto tem a capacidade de induzir eritema na pele do camundongo
ap6s uma hora da aplicagdo e em uma fase mais tardia induzem a formacao de
edema. Porém o seu uso esta limitado por ele ter uma grande chance de desenvolver
cancer, por ser um dos promotores tumorais mais potentes e frequentemente
utilizados (BHATTACHARYA et al 2017; PASSOS et al., 2013).

Outro reagente quimico utilizado para induzir a DA é o DNFB, qual ocasiona o
aumento da producdo de IFN gama e IL-2, maior expressao de IL-1 beta, IL-10, TNF
alfa e IL-4 na pele do animal ap6s ser tratado. Porém este perfil de reagcées também
semelhante ao da dermatite de contato (HUSSAIN et al., 2014; KIM et al.,2014)

Além destes, outro composto comumente utilizado em experimentos com
animais para mimetizar a doencgas da pele, como por exemplo a DA é a aplicacao
topica DNCB, qual induz sintomas clinicos semelhantes ao da DA. Tipicamente para
a inducao da DA os camundongos tem a pele dorsal ou abdominal raspadas e sao
primeiramente sensibilizados com o DNCB, causando uma hipersensibilidade
imediata, que ocorre pela apresentacao do hapteno do DNCB (antigeno) pelas células
de Langerhans aos linfocitos T auxiliares, o qual ira produzir citocinas tipo Il e células
T de memédria, que induzira a um aumento de IgE e mastdcitos no tecido. Onde de
cinco a quinze dias mais tarde passarao a ter uma exposi¢ao mais prolongada a este
agente quimico tanto na orelha como no dorso, para posterior avaliagao da inflamacao
(CHAN et al., 2013; FANG et al., 2015; YOON et al., 2015).



36

Estudos da literatura, indicam que o DNCB tem o poder de provocar edema de
orelha, infiltracbes de mastocitos na orelha, aumento de IgE sérico, aumento dos
niveis de histamina e aumento das interleucinas inflamatérias. Sendo assim,
aplicacoes repetidas de DNCB no dorso e orelhas de camundongos provoca uma
resposta similar a DA, representando ser um bom modelo animal dessa patologia (KU
etal., 2017; LIM et al., 2016; LIN et al., 2015; SUN et al., 2014).
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4. MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussédo e
Referéncias encontram-se estruturados de acordo com as normas da revista Applied

Biochemistry and Biotechnology. O presente manuscrito encontra-se submetido a esta
revista cientifica.
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Abstract

This study investigated the effect of the topical treatment with meloxicam-loaded
nanocapsules (M-NC) on symptoms, inflammatory response and oxidative stress in an
atopic dermatitis (AD) model in BALB/c mice. 2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB) was
applied to the dorsal skin on days 1-3 for sensitization. Mice were challenged with
DNCB on the ear (on days 14-29) and dorsal skin (on days 14, 17, 20, 23, 26, and 29).
Treatments with blank nanocapsules (B-NC), free meloxicam (M-F) or M-NC were
applied to the backs of the mice from days 14 to 29. On the day 30, skin severity scores
and scratching behavior were determined. After that, animals were sacrificed, and ears
and dorsal skin were removed for determination of inflammatory parameters (edema,
myeloperoxidase (MPQ) activity) and oxidative stress (thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) and non-protein thiol (NPSH) levels), respectively. DNCB increased
the severity of skin lesions, scratching behavior, edema and MPO activity of ears, and
dorsal skin TBARS levels. M-NC reversed skin severity scores, scratching behavior
and inflammatory response induced by DNCB. B-NC and M-F did not have effect in
this model. In summary, meloxicam carried by polymeric nanocapsules reversed

inflammatory response and ameliorated symptoms in an AD model.

Keywords: Nanoparticles, nanotechnology, 2,4-dinitrochlorobenzene, non-steroidal

anti-inflammatory drugs.
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1. Introduction

Atopic dermatitis (AD) is a complex chronic inflammatory skin disease that
affects up to 18 % of children and up to 5 % of adults worldwide, with up to 90 % of
patients presenting with mild to moderate disease (1,2). This disease is characterized
by erythematous and eczematous lesion, intense pruritus, dry and hypersensitivity skin
(3,4). The patient's skin with AD is very sensitive and has an appearance of chronic
redness, after skin will thicken gradually becoming harsh, affecting their appearance
and contributing significant psychological, social and quality-of-life burdens to patients
(5,6). In addition, AD is often associated with comorbidities, such as allergic rhinitis
and asthma (7).

Topical treatments are commonly prescribed to improve AD symptoms and
reduce inflammation (8). Recommended therapy has been the use of corticosteroids,
calcineurin inhibitors, or both (9). Although available topical agents are generally well
tolerated and despite their efficacy, effectiveness of the their treatments is limited, their
applications may cause cutaneous and systemic side effects with long-term use (9,10).
No new treatment has been approved for the AD therapy in the past 15 years. Thus,
there is a need for new effective topical treatment options without such safety
concerns.

A new alternative treatment of AD is the use of non-steroidal anti-
inflammatories. Recently, several studies showed the efficacy and safety of a non-
steroidal anti-inflammatory, the crisaborole, for the topical treatment of AD in children
and adults (11-15). However, studies using non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) on the AD are still scare. This study provides a new proposal for the

treatment of AD using a NSAID, given that AD is an inflammatory disease.
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Meloxicam is a highly potent NSAID that selectively inhibits the cyclooxygenase-
2 (COX-2), blocking the prostaglandin synthesis and arachidonic acid metabolism (16).
Its main limitations include poor aqueous solubility, poor incorporation into formulations
and poor skin permeation (17,18). In this context, several studies have been carried
out in order to improve the percutaneous absorption and bioavailability of meloxicam,
avoiding the systemic side effect associated with oral route (17-23). In dermatology,
polymeric nanoparticles have been used as an interesting and modern approach to
improve drug solubility and efficacy, allowing sustainable distribution within the skin
besides reducing dose and frequency of administration (24). However, there is a lack
of studies showing the influence of nanoencapsulation of meloxicam in polymeric
nanoparticles on its effect in skin diseases, such as AD. Importantly, previous studies
from our research group demonstrated that meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC)
showed higher pharmacological effect than free meloxicam (M-F) in various
inflammatory models (25-28).

Based on the above considerations, the aim of this study was to investigate the
effect of M-NC on the topical treatment of symptoms, inflammatory response and
oxidative stress in an AD model. In addition, effects of M-NC were compared with M-

F.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Female adult BALB/c mice (6-8 weeks old) were obtained from a local breeding
colony. The animals were kept in a separate animal room, on a 12 h light/dark cycle
with light on at 7:00 a.m. and acclimatized room (22 + 2 °C). Commercial diet (GUABI,

RS, Brazil) and tap water were supplied ad libitum. We applied strict ethical criteria in
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our study to minimize pain and suffering and to reduce the number of animals used.
Animals were used according to the guidelines of the Local Committee for Care and
Use of Laboratory Animals of the Federal University of Pelotas (Pelotas, Brazil), under

number 4294-2015.

2.2. Drugs

2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB), sorbitan monostearate, polysorbate 80 and
poly (e-caprolactone) MW = 80,000 were obtained from Sigma (St. Louis, MO). All
other chemicals and solvents used were of analytical or pharmaceutical grade. All

reagents were used as received.

2.3. Nanocapsules preparation

Suspensions of M-NC were prepared by the method of interfacial deposition of
preformed polymer (29), at a concentration of 0.3 mg/ml. Suspensions of blank
nanocapsules (B-NC) were prepared using the same protocol of M-NC suspensions,
without the presence of drug. Meloxicam was dissolved in sorbitan monostearate,
polysorbate 80 and water to obtain the solution of M-F. After preparation of
suspensions, polymeric nanoparticles were incorporated into semisolid formulations
(25). The particle diameter was around 247 and 212 nm for M-NC and blank B-NC,
respectively. The polydispersity index was around 0.14 for M-NC and 0.10 for B-NC.
The zeta potential was approximately - 36 mV for M-NC and -35 mV for B-NC. The

content of meloxicam nanocoated was 99.9 %.

2.4. Experimental design



43

Figure 1 described experimental protocol of induction and treatment of AD. Mice
were randomly divided into five groups (n = 7-8 per group). Mice belonging to group |
(control group) were sensitized and challenged with acetone/olive oil (3:1). Animals of
group Il (DNCB group) were sensitized and challenged with DNCB. Animals belonging
to groups IIl (B-NC + DNCB group), IV (M-F + DNCB group) and V (M-NC + DNCB
group) were sensitized and challenged with DNCB and received topical treatment on
the dorsal skin with of B-NC, M-F or M-NC, respectively.

AD-like pathology in mice was induced by DNCB as previously described by
Chan et al. (30). Mice were shaved of dorsal hair and DNCB (200 pl of 0.5 v/v% in
acetone/olive oil (3:1 ratio) was applied to the area on experimental days 1-3 for
sensitization. On days 14, 17, 20, 23, 26, and 29, mice were challenged with DNCB
(100 pl of 1 viv%) on the dorsal skin, while on days 14-29 animals were challenged
with DNCB (100 pl of 1 v/iv%) on the ear (right). Treatments with B-NC, M-F or M-NC
were applied to the backs of the mice (0.5 g), daily, from days 14 to 29. Control animals

received 100 pl acetone/olive oil (3:1).

2.5. Assessment of the severity of skin lesions

On the day 30, the skin severity scores were measured according to Park et al.
(31). Five signs of skin lesions were described: (1) pruritus/itching, (2)
erythema/hemorrhage, (3) edema, (4) excoriation/ erosion, and (5) scaling/dryness.
The above-mentioned symptoms were graded as follows: 0 (no symptoms), 1 (mild), 2

(moderate), and 3 (severe).

2.6. Scratching behavior
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AD-like behavioral changes were investigated using scratching behavior. Time
that mice spent rubbing their nose, ears, and dorsal skin with their hind paws for 20
min was measured and recorded on the day 30 (32). The results obtained are
expressed in seconds (s).
2.7. Inflammatory parameters
2.7.1. Ear edema

On the day 30, after scratching behavior, mice were sacrificed and both ears
were cut at the base and the weight difference between the samples of the control ear
(left) and the DNCB-treated ear (right) was established on an analytical balance. The
results obtained are represented in weight (mg). Subsequently, ears were used to

determine the myeloperoxidase (MPO) activity.

2.7.2. MPO activity

MPO activity was assayed according to the method previously described by
Suzuki et al. (33) with some modifications. The ears were homogenized in PBS (20
mmol/l, pH 7.4) containing ethylenediaminetetraacetic acid (0.1 mmol/l). After the
homogenization, samples were centrifuged at 900 rpm at 4 °C for 10 min to yield a low
speed supernatant fraction (S1). Then, S1 fraction was centrifuged at 20,000 rpm at 4
°C for 15 min to yield a final pellet (P2). P2 fraction was resuspended in medium
containing potassium phosphate buffer (50 mmol/l, pH 6.0) and hexadecyltrimethyl
ammonium bromide (0.5 wt/v%). Samples were finally frozen and thawed three times
prior the posterior enzymatic assay. For the MPO activity measurement, an aliquot of
resuspended P2 (100 pl) was added to a medium containing the medium of
resuspension and N,N,N’,N’-tetramethylbenzidine (1.5 mmol/l). The kinetic analysis of

MPO was started after addition of hydrogen peroxide (0.01 v/v%), and color reaction
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was measured at 655 nm at 37 °C. Results are expressed as optic density (OD)/mg

protein/min.

2.8. Oxidative stress parameters

Dorsal skin was removed and homogenized in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 (1:10,
w/v) to determination of oxidative stress parameters. The homogenate was centrifuged
at 2000 rpm for 10 min, and a S1was used for the following determinations: levels of

thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and non-protein thiol (NPSH).

2.8.1. TBARS levels

TBARS levels, a measure of lipid peroxidation, were determined as described
by Ohkawa et al. (34). An aliquot (200 pl) of S1 was incubated with 0.8 % thiobarbituric
acid, acetic acid buffer pH 3.4 and 8.1% sodium dodecyl sulfate at 95 °C for 2 h. The
color reaction was measured at 532 nm. TBARS levels were expressed as nmol

MDA/mg protein.

2.8.2. NPSH levels

NPSH levels were determined by the method of Ellman (35). A sample of S1
was mixed (1:1, v/v) with 10 % trichloroacetic acid. The samples were centrifuged at
3000 rpm for 10 min. After the centrifugation, the protein pellet was discarded and free-
thiols groups were determined in the clear supernatant. An aliquot of supernatant (200
pl) was added in 1 M potassium phosphate buffer pH 7.4 and 10 mM 5,5’-dithio-bis (2-
nitrobenzoic acid). The color reaction was measured at 412 nm. NPSH levels were

expressed as pmol NPSH/g tissue.
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2.9. Protein quantification

Protein concentration was measured by the method of Bradford (36), using
bovine serum albumin (1 mg/ml) as the standard.
2.10. Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard derivation (S.D.). Statistical analysis
was performed using a one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls’ test when

appropriate. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Assessment of the severity of skin lesions

Effects of M-NC treatment on severity of skin lesions in mice are demonstrated
in Figures 2a and 2b [Fs31 = 43.01, p < 0.0001]. One-way ANOVA followed by
Newman-Keuls’ post-hoc test showed that DNCB significantly increased skin severity
scores, when compared to the control group (Figures 2a and 2b). M-NC treatment
partially reduced (around 51 %) the severity of skin lesions induced by DNCB (Figures
2a and 2b). In addition, no significant difference in severity of skin lesions was
observed after treatments with B-NC or M-F, when compared with DNCB group

(Figures 2a and 2b).

3.2. Scratching behavior

Effects of M-NC treatment on scratching behavior are showed in Figure 3 [Fa4,31
= 16.22, p < 0.0001]. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls’ post-hoc test
reveled that DNCB-exposed animals increased the scratching time, when compared

to the control group (Figure 3). M-NC treatment partially decreased (around 46 %)
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DNCB-induced scratching behavior, whereas B-NC or M-F treatments were not

effective (Figure 3).

3.3. Inflammatory parameters: Ear edema and MPO activity

Figure 4a illustrates the effects of M-NC treatment on ear edema in mice [Fa4,31
= 22.11, p < 0.0001]. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls’ post-hoc test
demonstrated that DNCB substantially increased right ear swelling, when compared to
the control group (Figure 4a). Topical application of M-NC partially reduced (around 44
%) the ear swelling induced by DNCB (Figure 4a). No significant difference in the ear
swelling was observed after treatments with B-NC or M-F, when compared with DNCB
group (Figure 4a).

Results depicted in Figure 4b show effects of M-NC administration on the ear
MPO activity [F4,31=28.63, p < 0.0001]. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls’
post-hoc test reveled that DNCB significantly increased the MPO activity in the mouse
ear, when compared to the control group (Figure 4b). NC-M treatment completely
restored the ear MPO activity to the control levels, while B-NC or M-F treatments did

not have effect (Figure 4b).

3.4. Oxidative stress parameters: TBARS and NPSH levels

Figure 5a demonstrates the NC-M effect on dorsal skin TBARS levels of mice
[Fa31=2.794, p < 0.05]. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls’ post-hoc test
showed that DNCB increased TBARS levels in dorsal skin of mice, when compared to
the control group (Figure 5a). NC-M, M-F or B-NC application did not have effect in

reducing the TBARS levels increased by DNCB (Figure 5a).
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As verified in Figure 5b, statistical analysis demonstrated that NPSH levels of
dorsal skin was not altered by DNCB or by NC-M, M-F or B-NC treatments, when

compared to the control group [F4,31 = 1.503, p > 0.05].

4. Discussion

In the present study, we proposed a new therapy for AD using nanotechnology
and the meloxicam (a NSAID). Our results confirmed that DNCB induced the AD-like
pathology in mice. The most important finding of this study is that topical application of
M-NC was able to reverse DNCB-induced inflammatory response and subsequently
ameliorate AD symptoms in mice. However, B-NC or M-F treatment did not have effect
in this model. Therefore, our current results indicate that M-NC can be used in the
treatment of AD.

It is well documented that AD is a complex chronic inflammatory skin disease
characterized by erythematous and eczematous skin lesions, often intense pruritus,
an impairment of the skin-barrier function, increased oxidative stress, and
dysfunctional immune system (4,37). AD model induced by DNCB is widely used to
study this disease, once it mimics the clinical symptoms this pathology (6, 32, 38-42)
In this view, the present study confirmed that DNCB caused AD-like symptoms (as
evidenced by increase on the severity of skin lesions and scratching behavior),
inflammatory process (as showed by increase in the ear edema and ear MPO activity)
and lipid peroxidation (as evidenced by increase of dorsal skin TBARS levels) in
BALB/c mice, causing AD-like pathology.

In the present study, we demonstrated that meloxicam carried by polymeric
nanocapsules topically applied was efficient in the treatment of AD induced by DNCB

in mice. In fact, M-NC partially reduced DNCB-induced skin lesion severity, while M-
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F or B-NC treatments did not have effect in this parameter, indicating effectiveness of
M-NC against AD-like skin damage. Indeed, clinical skin severity scores have been
used to evaluate the progression/treatment of AD (42).

Moreover, topical treatment with M-NC partially decreased DNCB-induced
scratching behavior, whereas B-NC or M-F treatments were not effective against the
pruritus/itching. Itching is a characteristic symptom of AD and analysis of spontaneous
scratching behavior is useful for evaluating of effectiveness of anti-pruritus/itching
(31,42). The reduction of pruritus/itching is very important for the treatment of AD, given
that the act of scratching aggravates the skin lesions and causes more itching ensues.
These finding indicated that the treatment with meloxicam into nanocapsules form was
able to reduce scratching behavior, reducing the itching and scratching, preventing
aggravation of the skin lesion in AD.

Another important finding of this study was M-NC treatment reduced the ear
edema and ear MPO activity, indicating a reduction severity of inflammation in AD.
However, M-F or B-NC treatments did not have effect in these parameters. It is well
established that DNCB causes a skin irritation and local inflammation due to increase
vascular permeability, developing edema in the ear (31,32). Thereby,
polymorphonuclear leukocytes migrate to the inflammation local, increasing the MPO
activity in the site, given that this enzyme is used as a marker of leukocytes infiltration
(43). Moreover, meloxicam inhibits COX-2 activity, blocking prostaglandins production,
arachidonic acid metabolism and cytokine production, reducing the vasodilatation and
migration polymorphonuclear leukocytes to the inflammation site (19, 44). In this
context, we can suggest that M-NC treatment could cause a reduction of inflammation

by inhibiting the COX-2 activity, reducing the vasodilatation and consequently the
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edema, and reducing the leukocytes infiltration into the ear tissues that corroborate
with the inhibition on the MPO activity.

Oxidative stress has been associated with AD, can lead to increase in
production of reactive species (45). In the present study, it was demonstrated an
increase in the lipid peroxidation of mouse dorsal skin induced by DNCB, but
treatments with M-NC, B-NC or F-M did not have effect in this parameter. A previous
study by our group showed the cerebral antioxidant effect of M-NC in a
neurodegenerative disease model (25). However, in the present study, we can rule out
the involvement of M-NC antioxidant effect in the protection against lipid peroxidation
in this model of AD.

Taking everything into consideration, results of the present study demonstrated
that meloxicam into nanocapsules form showed a better effect in restoring symptoms
and inflammatory process in a mouse AD model than M-F. Previously, our group
demonstrated that M-NC were more powerful than M-F in several inflammatory models
(25-28, 46). Some hypotheses main explain the pharmacological effect more
pronounced of M-NC than F-M in AD-like pathology. First, polymeric nanocapsules
promoted a sustained release by slowly deliver the meloxicam, prolonging the release
of drug. In accordance with the results demonstrated in this study, other authors have
reported a superior efficacy of polymeric nanocapsules, when compared to free drug,
in different experimental models (25-28, 46-51). Second, meloxicam into polymeric
nanocapsules contributed to the reduction of skin dryness, reducing the damage
caused by DNCB. In accordance, Wissing and Mdller (52) demonstrated that
nanopaticles increased the cutaneous hydration degree, reducing transepidermal
water loss. Moreover, a clinical symptom of AD is skin dryness and the use of

substances that increase the cutaneous hydration are important (9).
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In summary, the data reported herein clearly demonstrated that meloxicam
carried by polymeric nanocapsules reversed inflammatory response and subsequently
ameliorated symptoms in a mouse model AD, while F-M treatment did not have effect.
Additional investigations will be performed to determine the transdermal penetration of

M-NC.
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Legend of figures

Figure 1 - Scheme of experimental protocol. The dorsal skin of mice was shaved and
sensitized with topical 0.5 % DNCB on days 1-3. Next, the mice were challenged with
1% DNCB at dorsal skin on days 14, 17, 20, 23, 26, and 29, and the right ear on days
14-29. Mice were treated with a topical application (0,5 g) of free meloxicam (M-F),
blank nanocapsules (B-NC) or meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC) on days 14-

29. Finally, mice were sacrificed on day 30.

Figure 2 - Effect of meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC), free meloxicam (M-F) or
blank nanocapsules (B-NC) on DNCB-induced AD-like symptoms in mice. (a) Images
of skin and ear lesions from the groups of mice taken on the last day of the experiment
(day 30) (b) Skin lesions scores evaluated on day 30. Data represent the mean +
standard deviation (S.D) (one-way ANOVA followed by the Newman-Keuls’ test). (x) p
< 0.05 compared to the control group, (#) p < 0.05 compared to the DNCB group and

(&) p < 0.05 compared to the M-F.
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Figure 3 - Effect of meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC), free meloxicam (M-F) or
blank nanocapsules (B-NC) on DNCB-induced scratching behavior. Scratching time
was evaluated on day 30. Data represent the mean + standard deviation (S.D.) (one-
way ANOVA followed by the Newman- Keuls’ test). () p < 0.05 compared to the control
group, (#) p <0.05 compared to the DNCB group and (&) p < 0.05 compared to the M-

F.

Figure 4 - Effect of meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC), free meloxicam (M-F) or
blank nanocapsules (B-NC) on DNCB-induced inflammatory parameters in mice: (a)
edema (day 30) and (b) myeloperoxidase (MPO) activity in the ears of mice. Data
represent the mean * standard deviation (S.D.) (one-way ANOVA followed by the
Newman- Keuls’ test). (¥) p < 0.05 compared to the control group, (#) p < 0.05
compared to the DNCB group and (&) p < 0.05 compared to the M-F. < 0.05 compared

to the DNCB group and ¢p < 0.05 compared to the F-M group.

Figure 5 - Effect of meloxicam-loaded nanocapsules (M-NC), free meloxicam (M-F) or
blank nanocapsules (B-NC) on DNCB-induced oxidative stress parameters in mice: (a)
levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and (b) non-protein thiol (NPSH)
in the dorsal skins of mice. Data represent the mean * standard deviation (S.D.) (one-

way ANOVA followed by the Newman- Keuls’ test). () p < 0.05 compared to the control

group.
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5. CONCLUSAO

As nanocapsulas contendo meloxicam reduziram os sintomas da DA induzida
por DNCB em camundongos.

O tratamento topico com as nanocapsulas de meloxicam reduziram a resposta
inflamatdria induzida por DNCB.

O parametros oxidativos induzidos por DNCB nao foram afetados pelo
tratamento com as nanocapsulas de meloxicam.

As nanocapsulas contendo meloxicam demonstraram um efeito farmacolégico
superior quando comparado ao meloxicam livre no tratamento da DA induzida
por DNCB.
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PERSPECTIVAS

Mais estudos sao necessarios para investigar os possiveis mecanismos de
acdo envolvidos no efeito protetor exercido pelas nanocépsulas contendo meloxicam
no modelo de DA. Além disso, é preciso determinar se h& o envolvimento da COX- 2
na acdo anti-inflamatoéria das nanocapsulas contendo meloxicam e qual o possivel

efeito toxico dessas nanoparticulas em animais.
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