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RESUMO 
 
 

HIDROGÉIS DE GOMA DE ALFARROBA CONTENDO COMPOSTOS INDÓLICOS 
NANOENCAPSULADOS COM AÇÃO ANTI-INFLAMATÓRIA EM DESORDENS 

CUTÂNEAS INDUZIDAS EM CAMUNDONGOS 
 
 

AUTORA: Laura Minussi Giuliani 
ORIENTADORA: Letícia Cruz 

 
A pele está constantemente sujeita a estímulos externos, como substâncias irritantes e 
radiação ultravioleta do tipo B (UVB), os quais podem desencadear nesta uma resposta 
inflamatória. O indol-3-carbinol (I3C) e o 3-3’-diindolmetano (DIM) são obtidos através da 
hidrólise da glicobrassicina, presentes em vegetais do gênero Brassica, e já foram relatados 

seus efeitos anti-inflamatórios. No entanto, apresentam limitações físico-químicas que 
dificultam seu emprego terapêutico. Desta forma, em estudos realizados em nosso grupo de 
pesquisa, foram desenvolvidas suspensões de nanocápsulas contendo I3C ou DIM. A 
nanotecnologia, no âmbito da aplicação tópica, tem proporcionado inúmeros benefícios, tais 
como: modulação da permeação/penetração/retenção de substâncias no tecido cutâneo. 
Visando a aplicação cutânea, essa dissertação objetivou desenvolver hidrogéis para veicular 
nanocápsulas contendo I3C ou DIM e verificar seu potencial frente a dois modelos de 
inflamação cutânea. Os hidrogéis foram preparados a partir do espessamento das 
suspensões de nanocápsulas com a goma de alfarroba (3%). As formulações desenvolvidas 
apresentaram características físico-químicas adequadas para aplicação cutânea, mantendo o 
tamanho nanométrico na faixa de 138-231 nm (espectroscopia de correlação de fótons), teor 
de ativos próximo ao valor teórico (0,5 mg/g para hidrogéis de I3C e 1,0 mg/g para hidrogéis 
de DIM) (CLAE), valores de pH na faixa da neutralidade 6,69-7,43 (potenciometria), assim 
como comportamento não-newtoniano pseudo-plástico (viscosímetro rotacional). Para os 
estudos de liberação dos ativos a partir dos hidrogéis e permeação cutânea em pele humana 
utilizou-se células de Franz. A liberação in vitro demonstrou que as nanocápsulas conseguem 

deixar facilmente a base semissólida, enquanto que o estudo de permeação cutânea 
evidenciou que a nanoencapsulação promoveu uma maior retenção dos ativos no estrato 
córneo e epiderme, sugerindo assim que o estrato córneo pode funcionar como depósito para 
liberação gradual destes. A avaliação do potencial de irritação pelo método de HET-CAM 
indicou ausência de hemorragia, coagulação ou lise dos vasos presentes na membrana, 
demonstrando que as formulações são consideradas não-irritantes. Ainda, a 
nanoencapsulação protegeu o I3C da fotodegradação induzida pela radiação UVC. Por fim, 
avaliou-se o desempenho das formulações em dois modelos in vivo de inflamação cutânea, 

um induzido pelo óleo de cróton e outro pela radiação UVB. No modelo do óleo de cróton, 
tanto os hidrogéis contendo as nanocápsulas, quanto as respectivas formulações contendo 
os ativos livres foram capazes de atuar reduzindo expressivamente o edema de orelha e as 
células inflamatórias. O experimento da radiação UVB demonstrou que as formulações 
contendo os ativos livres ou nanoencapsulados foram eficazes na redução do edema da 
orelha de camundongos e infiltração de leucócitos em 24 h. Em 48 h, apenas os hidrogéis 
contendo os ativos nanoencapsulados mantiveram o efeito antiedematogênico, indicando um 
efeito prolongado das nanocápsulas. Assim, pode-se concluir que os hidrogéis desenvolvidos 
são promissores no tratamento de desordens inflamatórias de pele, modulam a distribuição 
cutânea dos ativos nas camadas de interesse, além de serem considerados não-irritantes 
para o uso dermatológico.  
 
 

Palavras-chave: Nanopartículas. Semissólidos. Indol-3-Carbinol. Administração 
cutânea. Inflamação. 



 

 

ABSTRACT 
 

 
LOCUST BEAN GUM HYDROGELS CONTAINING NANOENCAPSULATED 

INDOLIC COMPOUNDS WITH ANTI-INFLAMMATORY ACTION IN CUTANEOUS 
DISORDERS INDUCED IN MICE 

 
 

AUTHOR: Laura Minussi Giuliani 
ADVISOR: Letícia Cruz 

 
The skin is constantly exposed to external stimuli, such as irritants substances and ultraviolet 
radiation type B (UVB), which can trigger an inflammatory response. Indole-3-carbinol (I3C) 
and 3-3'-diindolmethane (DIM) are obtained by the hydrolysis of glycobrassicin, present in 
plants of the genus Brassica, and its anti-inflammatory effects have already been reported. 

However, they present physicochemical limitations that hinder their therapeutic use. Thus, in 
studies carried out in our research group, nanocapsule suspensions containing I3C or DIM 
were developed. Nanotechnology within the scope of topical application has provided 
numerous benefits such as: modulation of permeation/penetration/retention of substances in 
the cutaneous tissue. Aimed at cutaneous application, this dissertation aimed to develop 
hydrogels as a vehicle for nanocapsules containing I3C or DIM and check their potential 
against two models of skin inflammation. The hydrogels were prepared from the thickening of 
the nanocapsule suspensions with locust bean gum (3%). The formulations developed 
presented physicochemical characteristics suitable for cutaneous application, maintaining the 
nanometer size in the range of 138-231 nm (photon correlation spectroscopy), active content 
close to the theoretical value (0.5 mg/g for I3C hydrogels and 1.0 mg/g for DIM hydrogels 
(CLAE), pH values in the neutral range 6.69-7.43 (potentiometry), as well as non-Newtonian 
pseudoplastic behavior (rotational viscometer). For the release studies of the active from the 
hydrogel and skin permeation through human skin, Franz cell apparatus was used. The in vitro 
release demonstrated that the nanocapsules can easily leave the semisolid vehicle, whereas 
the study of skin permeation showed that nanoencapsulation promoted a greater retention of 
the active in the stratum corneum and epidermis, suggesting that the stratum corneum can act 

as deposit for their release. The evaluation of the irritation potential by the HET-CAM method 
indicated no bleeding, coagulation or lysis of the vessels present in the membrane, 
demonstrating that the formulations are considered non-irritating. Furthermore, 
nanoencapsulation protected the I3C from photodegradation induced by UVC radiation. 
Finally, the performance of the formulations was evaluated in two in vivo models of cutaneous 

inflammation, one induced by croton oil and the other by UVB radiation. In the croton oil model 
both the hydrogels containing the nanocapsules and the hydrogels containing the free actives 
were able to act by expressively reducing ear edema and inflammatory cells. The UVB 
radiation experiment demonstrated that formulations containing the free or nanoencapsulated 
actives were effective in reducing mouse ear edema and leukocyte infiltration within 24 h. In 
48 h, only the hydrogels containing the nanoencapsulated actives maintained the 
antidematogenic effect, indicating a prolonged effect of the nanocapsules. Thus, it can be 
concluded that the developed hydrogels are promising in the treatment of inflammatory skin 
disorders, modulating the cutaneous distribution of the active substances in the layers of 
interest, besides being considered non-irritating for dermatological use. 
 
 

Keywords: Nanoparticles. Semisolids. Indole-3-carbinol. Cutaneous administration. 

Inflammation. 
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1 . INTRODUÇÃO 

 

A pele é composta por uma estrutura complexa com diferentes tipos celulares, 

sendo a interface com o ambiente externo, uma barreira física ao meio ambiente. Ela 

está frequentemente exposta a estímulos como micro-organismos, radiação 

ultravioleta (UV) e a agentes tóxicos ou mecânicos (KHAVKIN; ELLIS, 2011; MANN et 

al., 2012). Tais estímulos desencadeiam uma resposta imediata de proteção ao 

organismo, denominada de resposta inflamatória, cuja finalidade é erradicar o agente 

agressor, de forma a evitar sua disseminação a outras regiões do organismo, 

promover o reparo tecidual e restabelecer a homeostasia da pele (BECKER, 1997; 

FIRESTEIN, 2004; KOTAS e MEDZHITOV, 2016).  

Doenças inflamatórias de pele representam um grupo de desordens cutâneas 

bastante comum e que podem afetar profundamente a qualidade de vida dos 

pacientes (ALCHORNE et al., 2010). Dentre estas, destaca-se a dermatite de contato 

(DC) que é caracterizada por lesões eczematosas, causadas por agentes exógenos 

que podem ser alérgenos ou irritantes, subdividindo-se assim em dermatite de contato 

alérgica ou irritante, respectivamente (MOTTA et al., 2011). Dermatite de contato 

irritante é a DC mais comum, cerca de 80 % dos casos, desencadeada pela ativação 

da imunidade inata após o contato direto do irritante com a pele (KOSTNER et al., 

2017; MOTTA et al., 2011; ROSMANINHO; MOREIRA; DA SILVA, 2016). Da mesma 

forma, a exposição inadequada à radiação UV pode ocasionar efeitos tóxicos sobre a 

pele, como queimaduras, hiperplasia epidérmica, danos ao DNA, estresse oxidativo e 

inflamação. Mais especificamente, a radiação UVB (290-320 nm) danifica as 

macromoléculas biológicas e induz danos inflamatórios na pele, como edema, 

eritema, produção de mediadores pró-inflamatórios e infiltração de células 

inflamatórias (MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 2015; MATSUMURA et al., 2004). 

O tratamento para essas desordens cutâneas consiste na administração de 

corticosteroides de uso tópico ou sistêmico, dependendo da extensão das lesões 

(MOTTA et al., 2011). Embora tenha sua efetividade comprovada, o tratamento 

prolongado com corticosteroides pode ocasionar efeitos adversos como atrofia 

epidérmica, ressecamento, telangiectasias, erupção acneiforme, hipopigmentação, 

entre outros (CASTRO et al., 2006; CHÁVEZ et al., 2013). Neste sentido, a pesquisa 

por terapias farmacológicas mais efetivas e seguras torna-se necessária, a fim de 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos por essas doenças. 
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Produtos naturais provenientes de fontes vegetais vem sendo estudados para 

o tratamento de diversas doenças. Vegetais do gênero Brassica como brócolis, couve-

flor, repolho e couve de Bruxelas são ricos em glicosinolatos, dos quais o principal é 

a glicobrassicina, que é hidrolisada pela enzima mirosinase produzindo o indol-3-

carbinol (I3C) (HIGDON et al., 2007). Este, por sua vez, em condições ácidas sofre 

oligomerização e dá origem ao 3-3’-diindolmetano (DIM) (BANEERJEE et al., 2011). 

Ambos os bioativos apresentam diversas propriedades terapêuticas que vem sendo 

exploradas ao longo dos anos, tais como antioxidante (EL NAGA et al., 2014; FAN et 

al., 2009), antitumoral (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2011; MARUTHANILA, 

POORNIMA, MIRUNALINI, 2014) e anti-inflamatória (DUNG et al., 2010; JIANG et al., 

2013; KIM e PARK, 2018). Em processos inflamatórios, estes bioativos sobressaem-

se pela capacidade de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias (DUNG et al., 

2010; JIANG et al., 2013). 

Apesar das potencialidades terapêuticas, tanto o I3C e o DIM são fotoinstáveis 

e apresentam insolubilidade aquosa (LU et al., 2013; WU et al., 2015).  Além do mais, 

o I3C sofre degradação em ambientes ácidos (WENG et al., 2008). Uma alternativa a 

fim de contornar essas limitações é a incorporação em sistemas nanocarreadores. 

Neste contexto, as nanocápsulas poliméricas são consideradas sistemas 

promissores, pois são potencialmente capazes de aumentar a estabilidade de 

substâncias ativas frente a fatores externos, como a luz ultravioleta (MORA-

HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Estas geralmente são constituídas por um 

invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo oleoso. Recentemente, em nosso 

grupo de pesquisa foi constatado que a associação do I3C a nanocápsulas de óleo de 

rosa mosqueta aumentou a fotoestabilidade, bem como foi demonstrado pela primeira 

vez o seu efeito antinociceptivo in vivo (GEHRCKE et al., 2018). Também, em nosso 

grupo de pesquisa foram desenvolvidas suspensões de nanocápsulas fotoestáveis de 

óleo de prímula contendo DIM, as quais também foram avaliadas frente ao modelo de 

nocicepção e mostraram-se superiores ao DIM não nanoencapsulado (MATTIAZZI et 

al., 2019). Apesar da conversão do I3C em DIM em pH ácido, os estudos do nosso 

grupo de pesquisa indicaram performances distintas in vivo entre ambos os 

fitoquímicos quando administrados pela via oral em modelo de nocicepção. 

As nanocápsulas são obtidas sob a forma de suspensão aquosa, o que dificulta 

sua residência sobre o tecido cutâneo e, ao delinear uma estratégia terapêutica para 

a administração sobre a pele, a incorporação das suspensões em hidrogéis tem 
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demonstrado ser uma opção adequada (MARCHIORI et al., 2017; OURIQUE et al., 

2011). Esta associação é promissora, uma vez que esses sistemas podem modular a 

permeação/retenção/liberação cutânea de ativos e, ainda, modificar o perfil de 

liberação do mesmo, favorecendo um efeito mais prolongado (ALVES et al., 2007; 

BALZUS et al., 2017; BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). Esta característica 

está intimamente relacionada ao tamanho e estrutura desses nanocarreadores 

(BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011; POHLMANN et al., 2016). 

Considerando as potencialidades terapêuticas do I3C e do DIM (i), os 

resultados promissores demonstrados por esses ativos nanoencapsulados (ii) e a 

necessidade de se buscar estratégias mais seguras e eficazes para o manejo de 

desordens inflamatórias cutâneas (iii), este estudo teve como objetivo desenvolver 

hidrogéis pelo espessamento de suspensões de nanocápsulas de I3C ou DIM com a 

goma de alfarroba, um polissacarídeo obtido da semente da alfarrobeira, que possui 

propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes (BARAK; MUDGIL, 2014). 

Além disso, avaliar o potencial anti-inflamatório das formulações frente a dois modelos 

de inflamação cutânea, um induzido por agente irritante e outro pela radiação UVB. 

Cabe ressaltar que até o presente momento não foram encontrados relatos sobre a 

administração cutânea de ambos os ativos, tampouco sobre o desenvolvimento de 

hidrogéis e avaliação em modelos de desordens cutâneas, destacando o caráter 

inédito dessa dissertação. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver hidrogéis pelo espessamento das suspensões de nanocápsulas 

de I3C ou DIM com a goma de alfarroba, bem como avaliar o potencial de irritação in 

vitro, a permeação cutânea e o efeito anti-inflamatório em modelos in vivo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Preparar hidrogéis contendo nanocápsulas de I3C ou DIM; 

 Caracterizar os hidrogéis quanto ao tamanho de partícula, índice de  

           polidispersão, pH, teor de ativo, espalhabilidade e reologia; 

 Avaliar a estabilidade preliminar dos hidrogéis; 

 Determinar o perfil de liberação in vitro das nanocápsulas a partir dos  

           hidrogéis; 

 Estudar a permeação cutânea dos ativos a partir dos hidrogéis utilizando 

pele humana; 

 Avaliar o potencial de irritação das formulações desenvolvidas; 

 Avaliar a fotoestabilidade do I3C e do DIM associados aos hidrogéis de  

           base nanotecnológica; 

 Determinar a capacidade antioxidante dos ativos nanoencapsulados; 

 Investigar in vivo o potencial anti-inflamatório dos hidrogéis 

desenvolvidos. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 3.1 PELE E PROCESSOS INFLAMATÓRIOS CUTÂNEOS 
 

 A pele (figura 1) é composta por três camadas: epiderme, derme e hipoderme. 

A epiderme, a camada mais externa, é constituída por um tecido multiestratificado do 

tipo pavimentoso. Essa camada é composta majoritariamente por queratinócitos, mas 

também estão presentes melanócitos, linfócitos T, células de Langerhans e células de 

Merkel. A porção mais externa da epiderme denomina-se estrato córneo, o qual é 

constituído por células mortas, ricas em queratina, envolvidas por um envelope 

lipoproteico e imersas em uma matriz lipídica, apresentando uma espessura de 10 a 

20 μm (FREINKEL e WOODLEY 2001; MAKHMALZADE et al., 2018).  Abaixo da 

epiderme, encontra-se a derme, formada por tecido conjuntivo, onde encontram-se 

fibroblastos, fibras colágenas, elásticas e reticulares, vasos sanguíneos e terminações 

nervosas. Sua estrutura varia ao longo do organismo, sendo superior à da epiderme. 

É na derme que se encontram as estruturas anexas da pele, como as glândulas 

sudoríparas e sebáceas, bem como o folículo piloso. Já a hipoderme, é a camada 

mais inferior da pele e é constituída principalmente por adipócitos, tendo como funções 

básicas a reserva de energia e o isolamento térmico (KHAVKIN; ELLIS, 2011; VENUS; 

WATERMAN; MCNAB, 2010). 

Portanto, a pele é um órgão de revestimento externo do corpo e desempenha 

um papel importante de proteção, termorregulação, resposta imunológica, bem como 

na manutenção e desenvolvimento de defesa. Por estar na interface com o meio 

externo, a pele está constantemente sujeita a estímulos externos, tais como micro-

organismos patógenos, agentes mecânicos, agentes químicos e resposta autoimune 

(KHAVKIN; ELLIS, 2011; MANN et al., 2012). Tais estímulos desencadeiam uma 

resposta imediata de proteção, denominada de resposta inflamatória, cuja finalidade 

é erradicar o agente agressor, de forma a evitar sua disseminação a outras regiões 

do organismo, promover o reparo tecidual e restabelecer a homeostasia da pele 

(BECKER, 1997; FIRESTEIN, 2004; KOTAS e MEDZHITOV, 2016). A resposta 

inflamatória é caracterizada, clinicamente, por quatro sinais clássicos, que incluem 

calor, eritema, edema e dor. Porém, uma resposta inflamatória exacerbada pode 

promover uma descompensação fisiológica, levando a perda de função do tecido e/ou 

órgão (CHIU et al., 2012; RANG et al., 2007). 
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Figura 1- Representação da pele, mostrando as três camadas (epiderme, derme e 
hipoderme) e os principais tipos celulares presentes. 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Freinkeil e Woodley, 2001.  

 

Imediatamente após o estímulo, ocorre uma cascata de eventos como 

vasodilatação e aumento do fluxo sanguíneo, aumento da permeabilidade vascular e 

recrutamento de leucócitos, como consequência de uma interação complexa entre os 

diferentes tipos celulares residentes no tecido cutâneo e vários mediadores pró-

inflamatórios (NICKLOFF e NESTLÉ, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). 

Os mediadores pró-inflamatórios incluem os metabólitos do ácido araquidônico, 

histamina, serotonina, substância P, citocinas, óxido nítrico (NO) e espécies reativas 

de oxigênio (EROs) (KUPPER, 1990; MEDZHITOV et al., 2008; SIMMONS, 2006). 

Em relação ao tecido cutâneo, os queratinócitos, devido à sua localização, 

constituem a primeira linha de defesa, produzindo citocinas, como as interleucinas 

(MANN et al., 2012; WILLIAMS e KUPPER, 1996;). Além dos queratinócitos, outras 

células residentes na epiderme e derme, como fibroblastos, células endoteliais, 

melanócitos e macrófagos também produzem diversas citocinas mediante um 

estímulo, promovendo a mobilização de leucócitos a partir do sangue e a ativação de 

outras células do tecido cutâneo (KUPPER, 1990; BURBACH et al, 2000). As citocinas 

primárias (IL-1 α, IL-1- β e TNF- α) são potentes iniciadores do processo inflamatório 

e de reparo com ampla atividade biológica, incluindo a ativação de células endoteliais 
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e a indução de várias citocinas secundárias, algumas delas com ação quimiotática e 

ativadora de leucócitos (BURBACH et al., 2000; UCHI et al., 2000)  

 Resumidamente, a exposição celular às citocinas primárias (IL-1 e TNF-α) leva 

a ativação de algumas vias de sinalização, como das proteínas quinases e proteínas 

quinases ativadas por mitógenos, que acarreta na estimulação de fatores de 

transcrição nucleares, como o NF-kB e a proteína ativadora-1. Por sua vez, esses 

fatores de transcrição quando ativados induzem a transcrição gênica de diversas 

citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão e enzimas responsáveis pela produção 

de mediadores inflamatórios secundários como as enzimas óxido nítrico sintetase 

induzível (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-2) (HEADLAND e NORLING, 2015; 

PASCUAL e GLASS, 2006; WINYARD, 2003). Assim, a principal função da IL-1 e do 

TNF-α, é desencadear a resposta inflamatória inata e atuar como uma molécula co-

estimulatória da resposta imunológica (HEADLAND e NORLING, 2015; LEE, 2013). 

Outros mediadores químicos também desempenham um papel muito 

importante durante o processo inflamatório cutâneo. As prostaglandinas e os 

leucotrienos modulam eventos como aumento da permeabilidade vascular e 

vasodilatação, contribuindo assim na formação do edema e na adesão e passagem 

dos neutrófilos e monócitos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A histamina, 

por sua vez, quando liberada pelos mastócitos, atua na constrição do músculo liso, na 

vasodilatação, no aumento da permeabilidade vascular e prurido (RANG et al, 2007). 

A principal função da inflamação é eliminar os agentes invasores e remover o tecido 

danificado para restabelecer a homeostasia tecidual, para isso, a ação das células 

fagocíticas é crucial (DEBENEDICTIS et al., 2001; HEADLAND e NORLING, 2015). 

Assim, no estado fisiológico normal, a resposta inflamatória é rápida e protege 

frente a possíveis danos. No entanto, com a persistência do processo inflamatório por 

semanas, meses ou em casos mais graves até anos, este processo pode se cronificar, 

desencadeando assim doenças inflamatórias crônicas (LAWRENCE; GILROY, 2007). 

Diversas doenças de pele, incluindo a psoríase e a dermatite de contato, estão 

associadas com um desequilíbrio das respostas imunes, levando ao desenvolvimento 

de processos inflamatórios crônicos de pele (MEDZHITOV et al., 2008). 

As doenças inflamatórias cutâneas como dermatites, eczemas e psoríase, se 

caracterizam por alterações cutâneas que conferem um aspecto desagradável à pele, 

e necessitam de um tratamento prolongado. Os mecanismos envolvidos nessas 

patologias podem ser distintos, sendo alguns iniciados por processo alérgico ou 
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irritativo. Sendo assim, as doenças inflamatórias cutâneas não envolvem 

necessariamente o mesmo perfil e o mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN, 2004; 

LEUNG et al., 2004).  

A dermatite de contato (DC) é um processo inflamatório decorrente da 

exposição a irritantes ou alérgenos de baixo peso molecular (BONNEVILLE et al., 

2007). É caracterizada por eritema, pápulas e vesículas, seguida de ressecamento e 

descamação. A DC mais comum é a dermatite de contato irritativa, cerca de 80% dos 

casos, sendo causada pela ação direta da substância química ou física irritante na 

epiderme, causando assim danos aos queratinócitos e eventual necrose (EBERTING 

et al., 2014; MOTTA et al., 2011). Seu aparecimento é predominante nas mãos, dedos 

e face. Os queratinócitos lesados liberam mediadores inflamatórios não específicos e 

fatores quimiotáticos. Estes mediadores causam dilatação dos vasos da derme 

(eritema), levando a extravasamento de plasma na derme (edema) e na epiderme 

(bolha) e infiltrados de várias células (MOTTA et al., 2011). 

A pele está constantemente exposta à radiação UV que também pode 

desencadear resposta inflamatória na pele. Quando a radiação incide sobre a pele, o 

DNA das células pode sofrer uma ação direta, formando fotoprodutos característicos 

da quebra de suas cadeias, ou indireta, através de EROs que podem produzir mais 

clivagens no DNA, ligações cruzadas entre DNA e outras proteínas, alterações em 

nucleotídeos, etc (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; MAVERAKIS et al., 2010; 

SVOBODOVA; WALTEROVA; VOSTALOVA, 2006).  Mais especificamente, a 

radiação UVB que abrange os comprimentos de onda na faixa de 290-320 nm, é a 

radiação mais prejudicial que atinge a Terra, e é principalmente absorvida pela 

epiderme. Sabe-se que a radiação UVB é capaz de danificar as macromoléculas 

biológicas e induzir danos inflamatórios na pele, como edema, eritema, produção de 

mediadores pró-inflamatórios e infiltração de células inflamatórias, (AFAQ; ADHAMI; 

MUKHTAR, 2005; MATSUMURA et al., 2004; MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 

2015). Também é responsável por causar queimaduras solares e está relacionada às 

fases de iniciação e promoção do câncer de pele, bem como ao fotoenvelhecimento 

(KIM e HE, 2014; MATSUMURA et al., 2004). 

No que diz respeito ao tratamento destas doenças, o mesmo ainda é bastante 

dificultoso, devido a fatores como: baixa penetração dos fármacos na pele, elevada 

toxicidade, além da complexidade do tratamento, o que dificulta a adesão do paciente 

ao mesmo (FELDMAN et al., 2008; KATARE et al., 2010). Os fármacos mais utilizados 
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para o tratamento destas patologias são os corticosteroides, podendo ser de uso 

tópico ou sistêmico, dependendo da extensão da área afetada (MOTTA et al., 2011). 

Os corticosteroides tópicos atuam como agentes anti-inflamatórios, inibindo a 

atividade de células dendríticas e dos linfócitos e impedem a formação de 

interleucinas. Controlam os sintomas cardinais como o prurido e lesões eczematosas, 

mas podem apresentar efeitos adversos especialmente locais como: atrofia cutânea, 

estrias, telangiectasias, púrpura e erupções acneiformes (CASTRO et al., 2006).  

Neste sentido, faz-se necessário o estudo de novas moléculas efetivas no tratamento 

de doenças inflamatórias cutâneas e com efeitos adversos reduzidos. 

 

3.2 COMPOSTOS INDÓLICOS: INDOL-3-CARBINOL E 3,3’-DIINDOLMETANO 

 

 A maioria dos fármacos utilizados na clínica é de origem natural como de 

plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias, ou foram obtidos por 

síntese química planejada a partir de produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI, 2009). 

O núcleo indol representa uma das mais abundantes e importantes subunidades 

estruturais para a descoberta de novos fármacos (ALVES et al., 2009). 

 Os alcaloides indólicos são substâncias orgânicas heterocíclicas aromáticas 

que tem uma estrutura bicíclica, consistindo de um anel benzênico acoplado a um anel 

de pirrol, como representado na figura 2. Estes compostos vêm despertando o 

interesse de pesquisadores há diversos anos, devido a sua variedade de 

características biológicas e propriedades farmacológicas (KUMAR et al, 2015). 

 

Figura 2- Estrutura química do anel indol. 

 

 
Fonte: Adaptado de Chemspinder. Disponível em: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.776.htm 
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Diversos medicamentos disponíveis no mercado são derivados indólicos, um 

exemplo bem conhecido, é a indometacina, um fármaco anti-inflamatório não-

esteroide que reduz a febre, a dor e a inflamação. Outro exemplo é a ondasetrona, 

bastante utilizada para a supressão de náuseas e vômitos causados pela 

quimioterapia (SHARMA; KUMAR; PATHAK, 2010). Os compostos indólicos são 

naturalmente encontrados em muitas plantas, mas particularmente associados com 

vegetais crucíferos (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2011). Este grupo apresenta um 

amplo espectro de atividades, tais como analgésica, anti-inflamatória, bactericida, 

estrogênica, estimulante e depressora do sistema nervoso central, dentre outras 

(SHARMA; KUMAR; PATHAK, 2010). Devido à temática deste trabalho, os ativos 

indol-3-carbinol e o 3-3’-diindolmetano serão abordados mais detalhadamente a 

seguir. 

Vegetais do gênero Brassica, tais como: brócolis, repolho, couve-flor, nabo e 

couve de Bruxelas são ricos em glicosinolatos, dos quais a glicobrassicina é 

hidrolisada pela enzima mirosinase, quando os vegetais são picados ou mastigados, 

produzindo um isotiocianato instável, que se degrada a um composto bioativo o indol-

3-carbinol (I3C) (AGGARWAL; ICHIKAWA, 2005; HIGDON et al., 2007). Este, em 

ambientes ácidos, sofre oligomerização e forma uma mistura de compostos, sendo 

que o maior produto de condensação é conhecido como 3-3’-diindolmetano (DIM) 

(BANEERJEE et al., 2011). Esta sequência de reações que dá origem a estes ativos 

está representada na figura 3. 
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Figura 3- Sequência de reações químicas que dá origem ao I3C e DIM. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de http://lpi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/indole-3-

carbinol#metabolism-bioavailability>  

 

O I3C possui uma massa molecular de 147,18 g/mol, sendo praticamente 

insolúvel em água, mas apresenta solubilidade em solventes orgânicos. No Brasil, é 

comercializado sob a forma de cápsulas, em dosagens de 100 a 400 mg. Este ativo 

já vem sendo estudado, há diversos anos, tanto isoladamente ou associado a outros 

agentes terapêuticos no tratamento e/ou prevenção de diferentes tipos de câncer, 

como o de mama (TIN et al., 2014), ovário (TAYLOR-HARDING et al., 2012), 

melanoma (POINDEXTER et al., 2016), dentre outros.  

A ação antitumoral do I3C pode ser atribuída a sua capacidade em agir como 

um potente indutor da apoptose, reduzindo os genes anti-apoptóticos (Bcl-2 e Bcl-XL) 

e aumentando os genes pró-apoptóticos (Bax). Além disso, este composto pode ativar 

as caspases-9 e -3 (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2011), que são essenciais na 

ocorrência da morte celular. Este fitoquímico também pode promover a parada do ciclo 

celular, inibir a invasão do tumor e a ocorrência de angiogênese, bem como interferir 

na reparação do DNA e atuar na metabolização do hormônio estrogênio (HIGDON et 

al., 2007; SAFE; PAPINENI; CHINTHARLAPALLI, 2008; WENG et al., 2008). 

Ademais, o I3C pode atuar como um eliminador de radicais livres, o que também pode 

explicar sua ação em processos cancerígenos e inflamatórios (LI et al, 2013). 

http://lpi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/indole-3-carbinol#metabolism-bioavailability
http://lpi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/indole-3-carbinol#metabolism-bioavailability
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A atividade anti-inflamatória do I3C foi relatada no estudo de Jiang e 

colaboradores (2013), no qual foi demonstrado que em células de macrófagos 

ativados por lipopolissacarídeos (LPS), o I3C inibiu o aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como, NO, IL-1β e IL-6 pela via de sinalização TRIF-

dependente. Também foi capaz de diminuir a infiltração de células imunes e citocinas 

pró-inflamatórias em modelo animal de lesão pulmonar aguda, sugerindo assim, que 

o I3C possui potenciais terapêuticos para o tratamento de doenças inflamatórias.  

Ainda, em um modelo de depressão induzido por clonidina, o I3C administrado 

na dose de 50 mg/kg foi capaz de reverter o quadro de depressão, o que foi atribuído 

a sua ação anti-inflamatória, na qual reduziu os níveis de citocinas pró-inflamatórias. 

Sabe-se que estas citocinas estimulam indiretamente os macrófagos a liberarem 

EROs, e consequentemente induzir o estresse oxidativo (RADWIN et al., 2013). O I3C 

também atuou como antioxidante, através do aumento da expressão das enzimas 

glutationa e superóxido dismutase, além da diminuição da peroxidação lipídica (EL-

NAGA et al., 2014). Esses resultados corroboram outros trabalhos que já haviam 

demonstrado a ação antioxidante do I3C, através da neutralização de radicais livres 

(WU e LI, et al., 2013).  

O aumento da produção de NO tem sido associado ao estresse oxidativo e 

patologias como a inflamação. O I3C foi capaz de suprimir a expressão da enzima 

iNOS em células de Kupffer e hepatócitos, reduzindo assim a produção de NO. Além 

do mais, em análises morfológicas, foi verificado que o I3C protegeu o fígado e o 

tecido cerebral de ratos frente a mudanças degenerativas induzidas por LPS, 

ratificando seu potencial anti-inflamatório (ROSTOKA et al., 2010). 

Por sua vez, o DIM é uma molécula maior, que possui uma massa molecular 

de 246,31 g/mol. Por ser um composto lipofílico, apresenta pouca solubilidade nos 

fluidos biológicos, acarretando em uma baixa biodisponibilidade (1-3%) após a 

administração oral (WU et al., 2015). No Brasil é encontrado em farmácias magistrais 

na forma de cápsulas, em doses de 25 a 200 mg, podendo ser administrado duas 

vezes ao dia.  Sendo indicado como quimiopreventivo e antienvelhecimento.  

Nos últimos anos, pesquisadores buscaram elucidar os mecanismos pelo quais 

o DIM atua no organismo. Alguns estudos na literatura relatam que o DIM pode reduzir 

o estresse oxidativo, através da estimulação da expressão gênica que conduz à 

resposta antioxidante, protegendo a célula dos danos ao DNA, como no caso do gene 

BRCA-1 (FAN et al., 2009). Além disso, este bioativo pode bloquear a via de 
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sinalização fator nuclear kappa-B (NF-κB), diminuindo a expressão de genes na 

inflamação, e ainda, interferir em diferentes vias de sinalização que regulam o 

processo inflamatório e carcinogênico (BANEERJEE et al., 2011; KIM, 2009; 

MARUTHANALIA et al., 2014). 

Em modelo de artrite reumatoide induzido pelo adjuvante completo de Freund, 

animais que receberam o tratamento com DIM (50 mg/kg), apresentaram redução na 

expressão de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1 e NO), e atenuação do inchaço 

(edema) do tornozelo causado pela inflamação. Além do mais, em imagens 

histológicas, a indução de artrite promoveu a invasão de células inflamatórias e 

hiperplasia do tecido sinovial, enquanto que os animais tratados com DIM 

demonstraram uma redução drástica dessas alterações patológicas (DUNG et al., 

2010). Sendo assim, o DIM foi considerado promissor para o tratamento de doenças 

inflamatórias, como a artrite. 

No que diz respeito à aplicação tópica, Kim e colaboradores em 2010, 

avaliaram o efeito anti-inflamatório do DIM no modelo de edema de orelha induzido 

por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Este bioativo foi capaz de inibir cerca 

de 41% a formação do edema. Ainda, afim de elucidar o mecanismo da diminuição da 

inflamação, o TPA foi aplicado na pele de camundongos, e o pré-tratamento com DIM 

suprimiu o aumento, das enzimas COX-2 e iNOS de maneira dose-dependente. Estes 

resultados podem ser atribuídos à inibição da ativação do NF-κB. Sendo assim, o DIM 

apresenta potencial para ser utilizado como anti-inflamatório em desordens cutâneas. 

Apesar das potencialidades destes ativos, a utilização como forma 

farmacêutica final é dificultada pelas suas propriedades físico-químicas limitadas. O 

I3C é altamente instável, em condições ácidas, sendo facilmente convertido em uma 

série de compostos poliaromáticos, sendo o DIM um destes produtos (AGGARWAL; 

ICHIKAWA, 2005; WENG, et al, 2008). Ambos apresentam insolubilidade aquosa, o 

que compromete a sua dissolução nos fluidos biológicos (WU et al., 2015). Além do 

mais, são suscetíveis a degradação frente à radiação ultravioleta ou qualquer outro 

ambiente oxidativo (LUO et al., 2013). Por estes motivos, estudos recentes têm 

demonstrado a associação destes compostos em sistemas nanoestruturados, afim de 

melhorar a estabilidade e a performance destes ativos. Na tabela 1 encontram-se 

alguns trabalhos utilizando a nanoencapsulação do I3C e do DIM. 
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Tabela 1- Estudos que apresentam o desenvolvimento de nanossistemas contendo I3C e/ou DIM. 
 

Ativo Nanossistema Características Performance Referência 

I3C e DIM NPs de zeína com ou 
sem revestimento de 
carboximetilquitosana 

Tamanho na faixa de 89-252 
nm, EE de 63-78 %, teor de 

ativo de 50 µg/mL e PZ de     

-9,98 a -19,80 mV 

Melhora da estabilidade frente 
à degradação térmica e luz 

ultravioleta, além do controle 
na liberação dos ativos 

Luo et al., 
2013 

DIM NPs de Pluronic® F-127 Teor de DIM de 3 mg/mL Aumento na biodisponibilidade 
oral em ratos e aumento da 

solubilidade aparente em H2O 

Kiselev et al., 
2013 

I3C Lipossomas Tamanho médio de 664,4 
nm, PZ de -6,7 mV, EE de 

7,9 % 

Aumento da liberação no local 
alvo (pulmão) e menor 

formação de DIM 

Song et al., 
2014 

I3C NPs de ouro Tamanho médio de partícula 
de 7 nm, PZ de -18,8 mV e 

Teor de 0,05 mg/mL 

Aumento do efeito apoptótico 
in vitro das células de 
carcinoma de Ehrlich 

Pradhan et 
al., 2016 

DIM NPs de quitosana Não apresentaram os 
resultados de caracterização 

Diminuição no número e 
volume de tumores de mama 
em ratas, devido a liberação 

sustentada no tecido 

Isabella e 
Mirunalini, 

2017 

DIM NPs de PLGA 
modificadas 

 

Tamanho médio de 27-87 nm, 
PZ aproximadamente 65 mV, EE 

de 75 % e teor de 7,2 % 

Aumento da biodisponibilidade 
e acúmulo seletivo no sítio 

tumoral 

Bhowmik et 
al., 2017 

NPs: nanopartículas; PLGA: poli (D,L-lactídeo-co-glicolídeo) 
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Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidas 

nanocápsulas contendo I3C, utilizando o Eudragit® RS100 como polímero e o óleo de 

rosa mosqueta como núcleo oleoso. Este trabalho demonstrou a viabilidade do 

preparo dessas formulações, que apresentaram como características tamanho médio 

de partícula em torno de 200 nm, potencial zeta de +10,47 mV, eficiência de 

encapsulação de 44% e concentração de I3C de 0,5 mg/mL. Essas nanocápsulas 

foram capazes de fotoproteger o ativo frente à radiação UVC. Também foi 

demonstrado, pela primeira vez, o efeito antinociceptivo deste fitoquímico, em um 

modelo in vivo. Além disso, as nanocápsulas prolongaram este efeito em até 6 h, 

enquanto que o I3C não-nanoencapsulado, perdeu seu efeito entre 1 e 3 h, 

demonstrando que esses nanossistemas contribuem para uma melhora no perfil de 

ação in vivo deste ativo (GEHRCKE et al., 2018). 

Também em nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas nanocápsulas 

fotoestáveis de etilcelulose e óleo de prímula contendo o DIM. Essas formulações 

apresentaram tamanho médio de 160 nm, potencial zeta de aproximadamente -5,9 

mV, eficiência de encapsulação de 97 %, e teor de DIM de 1 mg/ mL. A 

nanoencapsulação deste bioativo proporcionou uma liberação controlada (MATTIAZZI 

et al., 2019). No modelo in vivo de nocicepção, o DIM apresentou efeito nas duas 

fases (neurogênica e inflamatória), sendo que a sua nanoencapsulação foi capaz de 

antecipar e prolongar esse efeito por mais 4 h (dados ainda não publicados). 

Comparando-se os resultados dos dois trabalhos do nosso grupo de pesquisa, pode-

se constatar que o I3C apresentou efeito somente na fase de inflamação, enquanto 

que o DIM promoveu efeito antinociceptivo em ambas as fases, demonstrando que 

estes bioativos podem atuar por mecanismos distintos.  

Já foi relatado que no trato gastrointestinal o I3C sofre oligomerização e forma 

uma série de compostos, sendo o DIM o produto de condensação mais abundante 

(BANEERJEE et al., 2011). No entanto, com base nos resultados de nosso grupo, foi 

verificado que o I3C e o DIM apresentaram performances distintas in vivo quando 

administrados pela via oral em modelo de nocicepção.  

 

3.3 NANOCÁPSULAS E APLICAÇÃO CUTÂNEA 

 

 A nanobiotecnologia é uma ciência multidisciplinar que vem despertando o 

interesse de pesquisadores e indústrias farmacêuticas pelas vantagens que 
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proporciona aos ativos incorporados, devido especialmente ao seu tamanho reduzido 

(< 1 µm) e à elevada área superficial. Inúmeros trabalhos científicos descrevem os 

benefícios da nanotecnologia na terapêutica, sendo dado maior foco ao tratamento de 

câncer, doenças inflamatórias, neurológicas, cardiovasculares e ao combate do vírus 

HIV (DIMMER, 2013; MOTTALEB et al., 2014). 

O termo nanopartículas poliméricas engloba nanocápsulas e nanoesferas, que 

diferem entre si pela composição e organização estrutural (figura 4). As nanocápsulas 

são sistemas vesiculares, compostos por um núcleo, geralmente oleoso, circundado 

por uma parede polimérica, nas quais o fármaco pode estar dissolvido no núcleo e/ou 

adsorvido no material polimérico. Já as nanoesferas são sistemas matriciais onde o 

fármaco pode estar disperso e/ou adsorvido na parede polimérica (DIMER et al, 2013; 

MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As principais vantagens atribuídas a 

esses nanocarreadores são o tamanho reduzido e a capacidade de veicular moléculas 

hidro e lipofílicas, além de proporcionar proteção físico-química, modulação da 

liberação, melhora da solubilidade e diminuição da toxicidade de fármacos (CONTRI 

et al., 2014; FONTANA et al., 2009; PÈREZ-HERRERO et al., 2015). As nanocápsulas 

no que diz respeito à proteção de substâncias lábeis, mostram-se bastante 

promissoras. Além do material polimérico, o qual pode atuar como uma barreira física 

aos fatores externos, esses sistemas possuem em sua estrutura um núcleo oleoso, 

que dependendo da sua composição, pode conferir uma maior proteção à substância 

encapsulada (GEHRCKE et al., 2018; MATTIAZZI et al., 2019).  

As vantagens que as nanopartículas apresentam podem ser exploradas de 

acordo com a doença, com a via de administração e com base na escolha de seus 

constituintes. Os polímeros podem ser de origem natural, semissintética ou sintética 

(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dentre os polímeros, está o Eudragit® 

RS 100 (figura 5), um material bastante empregado para obtenção de formas 

farmacêuticas de liberação prolongada devido a sua insolubilidade nos meios 

fisiológicos, independente do pH (NIKAM et al., 2011). Ainda, o Eudragit® RS 100, por 

ser catiônico, pode levar a obtenção de nanopartículas bioadesivas (CONTRI et al., 

2012; DALCIN et al., 2014), aumentando assim o tempo de permanência da 

substância ativa sobre a pele, podendo levar à redução de dose e da frequência de 

aplicação (SAHU et al., 2013). 
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Figura 4- Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas. 

  

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

 Figura 5- Estrutura do Eudragit® RS100. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Domingues et al., 2008. 

 

Outro polímero bastante utilizado na preparação de sistemas nanoestruturados 

é a etilcelulose (figura 6), que é obtida pela etoxilação da celulose. Por ser derivada 

de um polissacarídeo vegetal é considerada biocompatível, além de ser 

organossolúvel e não-iônica. É utilizada como excipiente em diversas formas 

farmacêuticas e vem sendo relatada no preparo de nanoformulações para entrega 

pulmonar, tópica e oral, permitindo o controle da liberação do ativo (CHASSOT et al., 

2014; MARCHIORI et al., 2017; MATTIAZZI et al., 2019). 

 

Figura 6- Estrutura da etilcelulose. 
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Fonte: Adaptado de Murtaza 2012. 

 

Quando falamos em nanocápsulas de núcleo oleoso, outro constituinte 

importante é o óleo, que pode ser de origem sintética como os triglicerídeos de cadeia 

média, ou natural como o óleo de semente de uva, óleo de amêndoas doces 

(ALMEIDA et al, 2009), óleo de romã (MARCHIORI et al., 2017), óleo de coco 

(SANTOS, 2012), entre outros. Os óleos de origem vegetal têm atraído o interesse 

por possuírem propriedades terapêuticas que podem vir a potencializar o desempenho 

das formulações. O óleo de rosa mosqueta (ORM) é obtido das sementes da planta 

Rosa aff. Rubiginosa, sendo rico em ácidos graxos insaturados e poli-insaturados, 

ácido retinoico, taninos, flavonoides, carotenoides e vitamina C (FRANCO et al, 2006). 

Em 2007, Franco e colaboradores evidenciaram o poder antioxidante da planta, 

obtendo uma alta inibição do radical DPPH. Ainda, o ORM apresenta propriedades de 

regeneração da pele, diminuindo feridas e aumentando a cicatrização tecidual 

(SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009).  

O óleo de prímula é extraído da planta Primula veris L. (Primulaceae), nativa 

de países do hemisfério norte, mais especificamente Europa e oeste da Ásia 

(OKRSLAR et al., 2007; GHEDIRA, GOETZ, 2013). Esta planta é rica em saponinas, 

flavonoides e taninos, sendo utilizada na medicina tradicional para tratamento das 

mais diversas enfermidades, como bronquite e outras doenças respiratórias, gastrite 

e gota, além de apresentar efeito sedativo, diurético e anti-inflamatório (GHEDIRA; 

GOETZ, 2013; OKRSLAR et al., 2007;). 

As nanopartículas podem ser preparadas por diferentes métodos que, de uma 

forma geral, podem ser classificados em métodos baseados na polimerização in situ 

de monômeros dispersos, na precipitação de polímeros pré-formados (como: 

nanoprecipitação, emulsificação-difusão, deposição interfacial) ou por métodos que 

empregam polímeros naturais, como a gelificação iônica (SOLANKI, 2017). Um dos 

métodos mais usuais para a preparação nanocápsulas, explorado neste trabalho, é a 
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deposição interfacial do polímero pré-formado (POHLMANN et al., 2016; 

SCHAFFAZICK et al., 2003). 

O método de deposição interfacial do polímero pré-formado consiste 

basicamente em verter uma fase orgânica, que é composta por solvente miscível com 

a água (acetona ou etanol), o polímero, o óleo, um tensoativo de baixa hidrofilia e o 

fármaco, em uma fase aquosa contendo um tensoativo de alta hidrofilia (FESSI et al., 

1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A formação das nanocápsulas 

acontece instantaneamente, enquanto ocorre a difusão do solvente pela fase aquosa, 

e o polímero, insolúvel na fase oleosa, precipita na interface dos componentes 

imiscíveis. Finalmente, o solvente orgânico é eliminado sob pressão reduzida, levando 

à formação de uma suspensão coloidal. Este método leva a obtenção nanocápsulas 

com diâmetro médio normalmente entre 150 a 500 nm (JAHANGIRI et al., 2018; 

MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). 

Em relação à aplicação tópica de nanocápsulas, estas tendem a manter a sua 

integridade estrutural, o que pode ocasionar um depósito sobre a superfície da 

camada córnea, ou ainda em sulcos ou poros, ao contrário de nanocarreadores 

lipídicos que muitas vezes perdem sua organização estrutural devido a interações com 

os lipídeos da pele (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). Devido à elevada área 

superficial e à natureza de seus componentes, as nanocápsulas mantem um contato 

íntimo com o estrato córneo, conseguindo aumentar seu tempo de residência sobre a 

pele, prolongando assim o efeito terapêutico, de modo que se pode diminuir até 

mesmo a frequência de aplicação, além de conferirem proteção físico-química ao ativo 

(ALVES et al., 2007; DIANZANI et al., 2014; MELERO et al., 2014).  

A penetração/permeação de ativos através da pele ocorre por difusão passiva 

por duas diferentes rotas: transepidérmica, a qual inclui as microvias transcelular 

(através dos corneócitos) e intercelular (através dos espaços entre os corneócitos), e 

apêndices cutâneos, o qual se refere à passagem através dos folículos pilosos e 

glândulas sebáceas e sudoríparas, conforme ilustrado na figura 7 (POHLMANN et al., 

2016; PROW et al., 2011). Estes apêndices ocupam 0,1 % da área de superfície total 

da pele, portanto, a contribuição no transporte total pela pele, para a maioria das 

formulações convencionais tópicas é considerada mínima (ALVAREZ-ROMÁN et al., 

2004; IQBAR et al., 2018). Estima-se que a principal via de transporte de ativos pelo 

estrato córneo é a intercelular (LANE, 2013; VOGT et al., 2016). 
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Figura 7- Representação das possíveis vias de penetração de ativos através da pele. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Erdo e colaboradores (2016). 

 

No entanto, a aplicação de produtos sobre a pele está relacionada com a 

consistência. Produtos de baixa consistência, como no caso das nanocápsulas, que 

se apresentam sob a forma de suspensões líquidas, são difíceis de permanecer no 

local de aplicação (SCHAFFAZICK et al., 2003; POHLMANN et al., 2016). Uma 

estratégia promissora que vem sendo empregada, é a incorporação desses 

nanossistemas em formas farmacêuticas semissólidas, como hidrogéis (CONTRI et 

al., 2016; LIPPACHER; MÜLLER; MÄDER, 2001; PEGORARO et al., 2017). A tabela 

2 reúne alguns estudos que incorporaram sistemas nanoestruturados em hidrogéis e 

avaliaram suas performances. No geral, estes estudos mostram o preparo e 

caracterização de nanossistemas, e após a sua incorporação em uma base 

semissólida. Para caracterizar esses semissólidos são feitas análises como: tamanho 

de partícula, teor de ativo, pH, espalhabilidade, comportamento reológico, estudo de 

liberação do fármaco a partir da base, perfil de permeação cutânea, e, ainda, alguns 

trabalhos mostram as performances em estudos in vivo (ALVES et al., 2007; 

MARCHIORI et al., 2017; MELERO et al., 2014). 
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Tabela 2: Hidrogéis contendo nanossistemas 

 

Nanossistema Ativo Polímero Vantagens Referência 

NC-NL e NE Propionato de 
Clobetasol 

Carbopol® Ultrez 10 
NF 

Melhora no efeito anti-
inflamatório em modelo 
de dermatite de contato 

Fontana et al., 2011 

NC 

 

Capsaicina Quitosana 

 

Controle na permeação 

e diminuição da 

irritação na pele 

Contri et al., 2014 

NC-NL Óleo de farelo de 
arroz 

Carbopol Ultrez® Aumento da atividade 
antioxidante e 

antiedematogênica 
frente a radiação UV 

Rigo et al., 2015 
 

NC Silibinina Goma Gelana Prolongamento do 
efeito 

antiedematogênico 
frente a radiação UV 

Marchiori et al., 2017 

NC Meloxicam Carbopol® 940 Diminuição da 
inflamação e melhora 

nos sintomas da 
dermatite atópica 

Weber et al., 2018 

NC: nanocápsula; NE: nanoemulsão; NC-NL: nanocápsula de núcleo lipídico
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Dentre as análises de caracterização de semissólidos contendo 

nanossistemas, a avaliação do tamanho médio de partícula, bem como a distribuição 

do seu tamanho na base são propriedades importantes, uma vez que o tamanho 

influencia na deposição e permeação dos ativos na pele (GUTERRES; ALVES; 

POHLMANN, 2007). A determinação do pH é importante para explicar fenômenos de 

instabilidade e, ainda, para verificar a compatibilidade com a via de aplicação (MORA-

HUERTAS et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). O teor de ativo na formulação é 

determinado por técnicas cromatográficas ou espectrofotométricas, sendo relevante 

para confirmar que não houve perdas durante o processo de obtenção do semissólido 

(MARCHIORI et al., 2017). 

Outra análise bastante importante é a determinação da espalhabilidade, que 

pode ser definida como a expansão da formulação semissólida sobre uma superfície 

após um período de tempo (BORGHETTI; KNORST, 2006), e está relacionada com a 

transferência da dose correta, além da aceitabilidade do paciente, uma vez que a 

formulação deve ser de fácil espalhamento (RIGO et al., 2012). Outro parâmetro de 

extrema importância que se deve estudar é a reologia, pois nos fornece uma 

estimativa das características da formulação, bem como de sua qualidade e 

estabilidade (LEONARDI; MAIA CAMPOS, 2001; RIGO et al., 2015). Assim, a reologia 

compreende as propriedades de escoamento e deformação da matéria sobre a ação 

de forças ou tensão (AULTON, 2016). A análise reológica permite classificar em dois 

diferentes tipos de comportamento de fluxo: newtoniano e não-newtoniano. O fluxo 

newtoniano é caracterizado por apresentar viscosidade constante, independente da 

força aplicada. Por sua vez, o fluxo não-newtoniano não apresenta viscosidade 

constante, com o aumento da força aplicada há uma diminuição da viscosidade. 

(AULTON, 2016; CHORILLI, 2007). Portanto, o comportamento não-newtoniano é 

amplamente encontrado em formulações de uso tópico, e pode ser melhor explicado 

quando aplicados a modelos matemáticos, sendo os mais utilizados: fluxo de Bigham, 

modelo de Casson, modelo de Ostwald e modelo de Herschel-Bulkley (ALVES 2006; 

AULTON, 2016). 

Quanto à avaliação da liberação e permeação de ativos, métodos in vitro tem 

sido amplamente empregados por não utilizarem animais, além de proporcionarem 

menor variabilidade de resultados e fácil reprodutibilidade (ANDRADE et al., 2014). A 

técnica desenvolvida por Franz (1975) utiliza células de difusão vertical (figura 8), que 

consiste em um compartimento doador e um receptor, separados entre si por uma 
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membrana. As membranas artificiais são preconizadas pelo Food and Drug 

Administration (FDA) e são comumente utilizadas pois não reagem nem com a 

formulação e nem com o meio receptor, permitindo a difusão do ativo através da 

mesma para a posterior quantificação (FONTANA et al., 2011; VARGAS et al., 

2013).O processo de liberação da substância ativa a partir da nanocápsula envolve 

uma série de fatores como: características físico-químicas, concentração e massa 

molecular do ativo, concentração de polímero, natureza do óleo, tamanho de partícula 

e também as condições do ensaio como temperatura, pH do meio escolhido, tempo 

de contato, entre outros fatores (FILON et al., 2015; MORA-HUERTAS; FESSI; 

ELAISSARI, 2010). 

Para avaliar o perfil de permeação cutânea de ativos, pode-se utilizar como 

membrana pele de origem animal, como por exemplo a de orelha de porco ou ainda 

pele humana, oriunda de descarte de cirurgia de abdominoplastia. Nesse experimento 

pode se avaliar a distribuição do ativo nas diferentes camadas da pele e ainda 

presumir se há riscos de absorção sistêmica (MEIRA, 2010; TANOJO et al., 1997). A 

solução receptora dever ser preferencialmente um fluido que mimetize as 

características fisiológicas e que não prejudique a integridade cutânea (OECD, 2004). 

Sabe-se que as propriedades das nanopartículas como tamanho, forma, carga e 

superfície influenciam na penetração através do estrato córneo, bem como na 

deposição em sulcos, apêndices e camadas mais profundas (FILON et al., 2015). 

Além disso, o veículo e a condição da pele também são responsáveis pelo grau de 

penetração das nanopartículas (PROW et al., 2011; ROBERTS et al., 2017). 
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Figura 8- Representação ilustrativa da célula de Franz. 

 

 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Ainda, quando se desenvolve um novo produto para uso tópico é fundamental 

que se avalie o potencial de irritação deste, a fim de garantir a segurança de seu uso. 

Para isso, DRAIZE (1944) desenvolveu um sistema de classificação para avaliar o 

potencial de irritação de substâncias aplicadas na pele e os olhos de coelhos albinos. 

Este ensaio é bastante criticado principalmente por causar desconforto e dor aos 

animais (ABDELKADER et al., 2016; SPIELMAN, 1997). Atualmente, com a busca 

global para substituir esses métodos por alternativas in vitro, o método HET-CAM 

(Hens Egg Test- Chorion Allantoide Membrane) surgiu na década de 1980 (LUEPKE, 

1985), quando foi introduzido o uso da membrana corioalantóide (MCA) de ovo 

embrionado de galinha (HET- Huehner-Embryonen-Test) com a finalidade de avaliar 

o grau de irritação de mucosas e pele induzido por substâncias químicas. Este ensaio 

baseia-se na observação de fenômenos vasculares como: vasoconstrição, 

hemorragia e lise, e ainda apresenta como vantagens ser de fácil execução, 

econômico e de rápida duração, além de reduzir o sofrimento de animais, 

possibilitando diferenciar substâncias irritantes de não irritantes (HAGINO et al., 1999; 

JOBIN; DEEPTHI; SANDEEP, 2018). 

Conforme demonstrado na tabela 2, a maior parte dos trabalhos encontrados 

na literatura utilizam polímeros sintéticos no desenvolvimento de hidrogéis, mas sabe-
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se que atualmente há uma tendência ao uso de produtos de origem natural. Diante 

disso, uma classe de substâncias que tem adquirido destaque são os polissacarídeos, 

por serem biocompatíveis, não-tóxicos e de baixo custo (SAHA et al., 2017). Além 

disso, Camargo e colaboradores (2012) demonstraram que formulações contendo 

polissacarídeos foram capazes de aumentar o grau de hidratação da pele e diminuir 

a perda transepidermal de água através de um efeito formador de filme destes 

polissacarídeos. Essas características são importantes para proteger a barreira da 

pele, que é essencial para manter a homeostase e leva a uma melhora nos resultados 

dos tratamentos, sendo melhor aceito pelos pacientes.  

Neste contexto, a goma de alfarroba (Figura 9) é uma galactomanana obtida a 

partir do endosperma da semente da alfarrobeira, Ceratonia siliqua L., e tem atraído 

a atenção por possuir propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes 

(BARAK; MUDGIL, 2014). Na área farmacêutica, essa goma é utilizada na produção 

de matrizes monolíticas sólidas (promovendo liberação controlada), filmes, micro e 

nanopartículas, sistemas inaláveis e injetáveis, bem como líquidos viscosos e na 

formulação de géis (BARAK; MUDGIL, 2014; COVIELLO et al., 2007; SUJJA-

AREEVAT et al., 1995). 

 

Figura 9- Estrutura da goma de alfarroba. 

 

 

 
Fonte:http://www.scienceofcooking.com/chemical_physical_properties_guar_gum_locust_be

an_gum.htm 

 
Neste âmbito, Coviello e colaboradores (2014) desenvolveram niossomas de 

cetoprofeno, os quais foram incorporados a hidrogéis de goma xantana e goma de 

alfarroba, na concentração de 1%. Como resultado, a formulação se mostrou estável 

e capaz de promover uma liberação modificada do fármaco modelo quando 
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comparado ao gel de carbopol comercial. No entanto, cabe ressaltar que até o 

presente momento, não existe nenhum trabalho utilizando somente a goma de 

alfarroba para o desenvolvimento de hidrogéis, e tampouco sobre a preparação de 

formulação semissólidas contendo sistemas nanoestruturados. 
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4 MATERIAS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAS  

 

4.1.1 Matérias primas  

 

- Indol-3-carbinol: Sigma-Aldrich, Brasil; 

- 3,3’-diindolmetano: Active Pharmaceutica, Brasil; 

- Óleo de rosa mosqueta: Dermapelle, Brasil; 

- Óleo de prímula: Mundo dos óleos, Brasil; 

- Eudragit® RS 100: Röhm Pharma, Alemanha; 

- Eticelulose: Colorcon, Brasil; 

- Polissorbato 80 (Tween® 80): Delaware, Brasil; 

- Monooleato de sorbitano (Span® 80): Sigma-Aldrich, Estados Unidos da   

América; 

- Goma de alfarroba: CP-Kelco, Brasil; 

- Óleo de cróton: Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América;  

- Isofurano (Forane®): Baxter, Brasil;  

- Cetamina (Dopalen®): Ceva, Brasil;   

- Xilazina (Anasedan®): Ceva, Brasil;  

- Dexametasona: Teuto, Brasil. 

 

4.1.2 Solventes 

 

- Acetona P. A.: Dinâmica, Brasil;  

- Metanol grau HPLC: Dinâmica, Brasil;  

- Etanol: Dinâmica, Brasil;  

- Dimetilsulfóxido: Vetec, Brasil; 

- Acetonitrila grau HPLC: LiChrosolv, Alemanha;  

- Formaldeido: Vetec, Brasil;  

 
4.1.3 Equipamentos e outros materiais 

 

- Agitador magnético: Tecnal, Brasil;  
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- Balança analítica: Shimadzu, Japão;  

- Células de difusão vertical de Franz: Vidrotec, Brasil;  

- Centrífuga: Solab, Brasil. 

- Coluna Kinetex C18 (250 x 4,6 mm, 5 μm, 100 Å), Brasil;  

- Coluna LiChrospher Phenomenex (250 mm × 4.00 mm, 5 μm, 100 Å), Brasil; 

- Evaporador rotatório Buchi R-3: Buchi, Brasil;  

- Impressora multifuncional: Scanner HP Officejet 4500 Desktop, Brasil;  

- Potenciômetro - modelo pH 21, Hanna, Brasil;  

- Micrômetro digital: Digimess, Brasil;  

- Pré-coluna SecurityGuard C18 4 x 3,0 mm, Brasil;  

- Ultrassom: Altsonic Clean, Brasil; 

- Viscosímetro rotacional: Brookfield® modelo DV-I prime, Brasil;  

- Vórtex - modelo AP-56: Phoenix Luferco, Brasil;  

- Zetasizer Nanoseries (espectroscopia de correlação de fótons): Malvern  

Instruments, Reino Unido. 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparação das suspensões de nanocápsulas contendo os compostos 

indólicos 

 

4.2.1.1 Suspensões de nanocápsulas contendo I3C 

 

As suspensões de nanocápsulas foram preparadas em triplicata pelo método 

de deposição interfacial do polímero pré-formado. Uma fase orgânica contendo 

acetona (27 mL), óleo de rosa mosqueta (0,3 g), monooleato de sorbitano (0,077 g), 

Eudragit® RS100 (0,1 g) e I3C (5 mg) foi submetida à agitação magnética por 60 min, 

a 40 ºC. Após, essa solução foi injetada através de um funil em uma fase aquosa 

contendo polissorbato 80 (0,077 g), pH 9,5, previamente ajustado com hidróxido de 

sódio 0,2 M. Após 10 min sob agitação magnética, a suspensão foi concentrada em 

evaporador rotatório a 40º C para eliminação do solvente orgânico e parte da água 

para ajuste do volume final (10 mL), correspondendo a concentração final de I3C de 

0,5 mg/mL, e foi denominada de NC-I3C. Após, o pH da suspensão de nanocápsulas 

foi ajustado para 8,5 com hidróxido de sódio 0,2 M (GEHRCKE et al., 2018). 

 Para fins comparativos, foram preparadas formulações sem I3C, denominadas 

NC-ORM. 

 

4.2.1.2 Suspensões de nanocápsulas contendo DIM 

 

As suspensões de nanocápsulas de DIM (NC-DIM) também foram preparadas 

(n=3) pelo método de deposição interfacial do polímero pré-formado, conforme 

metodologia de Mattiazzi e colaboradores (2019). Resumidamente, uma fase orgânica 

contendo acetona (27 mL), etilcelulose (0,1g), óleo de prímula (0,15 g), monooleato 

de sorbitano (0,077 g) e DIM (10 mg), foi mantida sob agitação a 40 °C, e foi injetada 

em uma fase aquosa contendo polissorbato 80 (0,077 g). Após 10 min, a suspensão 

foi concentrada em evaporador rotatório a 40 ºC para eliminação da acetona e parte 

da água para ajuste do volume final (10 mL) e concentração final de DIM 1 mg/mL. 

Para fins comparativos foram preparadas formulações sem DIM, denominadas NC-

OP.  
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4.2.2 Preparação dos hidrogéis 

 

As suspensões de nanocápsulas (10 mL) foram adicionadas em gral de vidro e 

a goma de alfarroba (0,3 g) foi adicionada aos poucos com ajuda de um pistilo para 

homogeneização e formação do hidrogel, o qual dependendo da suspensão de 

nanocápsulas foi chamado de HG-NC-I3C, HG-NC-ORM, HG-NC-DIM e HG-NC-OP. 

Também foram desenvolvidos hidrogéis contendo os ativos não-

nanoencapsulados. Para isso, o HG-I3C foi obtido pela solubilização prévia do I3C em 

1 mL de DMSO e posterior incorporação na dispersão de goma de alfarroba em água 

pH 8,5. Para os HG-DIM, procedeu-se da mesma maneira, no entanto não foi 

necessário alcalinizar a água.  

 

4.2.3 Caracterização dos hidrogéis 

 

Após a preparação, as formulações foram caracterizadas quanto ao aspecto, 

cor, tamanho de partícula e índice de polidispersão, pH e teor de ativo. Todos os 

parâmetros foram avaliados em triplicata. 

 

4.2.3.1 Avaliação do tamanho de partícula e índice de polidispersão 

 

  Para avaliar a presença das nanocápsulas nos hidrogéis, estes foram 

diluídos em água ultrapura (500 x) e mantidos sob agitação magnética até sua 

redispersão. Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um e 

analisadas por espectroscopia de correlação de fótons a 25 ºC. 

 

4.2.3.2 Determinação do pH 

 

O pH dos hidrogéis foi determinado logo após o preparo. Estes foram diluídos 

a 10% em água destilada e as avaliações foram feitas em potenciômetro previamente 

calibrado, à temperatura ambiente. 

 

4.2.3.3 Determinação do teor de ativos nos hidrogéis 

 

4.2.3.3.1 Hidrogéis de I3C 
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O teor de I3C nas formulações foi determinado por cromatografia a liquido de 

alta eficiência (CLAE) segundo metodologia previamente validada por Gehrcke e 

colaboradores (2017). Foi usado o sistema LC 10A HPLC (Shimadzu, Japão) 

equipado com uma bomba LC-20AT, um detector UV-VIS SPD-M20A, um controlador 

de sistema CBM-20A e um sistema de válvula de injeção automática SIL-20A HT, sob 

as seguintes condições cromatográficas: fluxo de 1 mL/min, fase móvel composta de 

água:acetonitrila  (70:30, v/v), comprimento de onda de 288 nm, pré-coluna e coluna 

de fase reversa C18 (mencionadas no item 4.1.3), em temperatura ambiente. Para 

isso, pesou-se 0,45 g do hidrogel em béquer e adicionou-se 20 mL de metanol. Para 

extração do I3C, as amostras foram submetidas ao processo de sonicação por 15 min 

e posteriormente a agitação magnética por mais 15 min.  Após, as amostras foram 

transferidas para balão volumétrico de 25 mL, onde aferiu-se o balão, e filtrou-se o 

conteúdo com membrana de 0,45 µm e por fim, foram analisas por CLAE, sendo a 

concentração final de I3C de 9 µg/mL. 

O método analítico mostrou-se linear (r=0,9993) na faixa de concentração de 3 

- 15 µg/mL, com limites de detecção e quantificação de 0,46 µg/mL e 1,52 µg/mL, 

respectivamente. Além do mais, o método mostrou-se especifico, preciso, exato e 

robusto (GEHRCKE et al., 2018).   

 

4.2.3.3.2 Hidrogéis de DIM 

 

Para doseamento do DIM, pesou-se 0,25 g do hidrogel em béquer e adicionou-

se 20 mL de metanol. As amostras foram submetidas a sonicação por 15 min e 

posteriormente a agitação magnética por mais 15 min. Após transferiu-se o conteúdo 

para balão volumétrico de 15 mL, o balão foi aferido e as amostras foram filtradas com 

membrana de porosidade de 0,45 um, e analisadas por CLAE, utilizando metodologia 

já validada por Mattiazzi e colaboradores (2019), tendo como concentração final de 

DIM de 10 µg/mL. O equipamento utilizado foi o mesmo já descrito no item 4.2.3.2.1. 

As condições cromatográficas foram: fluxo de 1 mL/min, fase móvel composta de 

acetonitrila:água  (60:40, v/v), comprimento de onda de 288 nm e coluna fase reversa 

C18 acoplada a uma pré-coluna, ambas mencionadas no item 4.1.3, em temperatura 

ambiente. 
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Este método analítico foi considerado especifico, linear (r=0,9996), exato e 

preciso em um intervalo de concentração de 0,75 - 20 µg/mL (MATTIAZZI et al., 2019). 

 

4.2.4 Avaliação preliminar da estabilidade: Teste de centrifugação 

 

 Para uma avaliação preliminar da estabilidade dos hidrogéis, estes foram 

submetidos ao teste de centrifugação. As formulações foram colocadas em tubos 

falcon, cerca de 5 g, e centrifugadas a 3000 rpm, durante 30 min. Em seguida, foram 

classificadas visualmente quanto ao seu aspecto, avaliando se houve precipitação, 

separação de fases, formação de caking, entre outras (ANVISA, 2004). 

 

4.2.5 Avaliação da espalhabilidade  

 

 A espalhabilidade foi determinada através do método descrito por Rigo e 

colaboradores, no qual uma placa molde de vidro com orifício central (1 cm) foi 

colocada sobre uma placa suporte que contém uma escala de 10 cm, ambas foram 

colocadas sobre um scanner HP officejet 4500 desktop e a amostra foi introduzida no 

orifício. Posteriormente foi retirada cuidadosamente a placa molde, e colocada uma 

placa de vidro com peso conhecido, sendo capturada a imagem após 1 min. Este 

procedimento foi repetido até atingir o total de 10 placas. A superfície abrangida foi 

calculada utilizando o software ImageJ 1.49q. O fator de espalhabilidade foi calculado 

usando a equação 1, onde A corresponde a área espalhada (mm2) após a adição das 

placas, e P corresponde ao peso cumulativo destas placas (g). 

                             𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑎𝑙ℎ𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒=𝐴/𝑃                                                   (1)   

 

4.2.6 Avaliação reológica 

 

A avaliação reológica foi realizada em temperatura ambiente utilizando um 

viscosímetro rotacional de Brookfield® modelo DV-I prime. Para esta análise foram 

necessários 30 g de cada gel, aproximadamente. O spindle escolhido foi o RV06, nas 

velocidades de cisalhamento correspondentes a 1, 1,5, 3, 4, 5, 6, 10, 12 e 20 rpm para 

HG NC-I3C e HG-NC-ORM e 2,5, 3, 4, 5, 6, 10,12, 20, 30, 50 e 100 rpm para HG-I3C. 

Para os hidrogéis do DIM foram utilizadas velocidades de cisalhamento de 0,6, 1, 1,5, 

3, 4, 5, 6,10,12 e 20 rpm para HG-NC-OP e 1, 1,5, 3, 4, 5, 6, 10, 12, 20 e 30 rpm para 
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HG-NC-DIM e HG-DIM, estas velocidades foram escolhidas pois mantem o torque 

ideal (10-90%), indicando assim confiabilidade nas análises. Para avaliar o modelo 

reológico que melhor descreveu o comportamento dos hidrogéis, as equações de 

Bingham (2) plástico ideal, Casson (3) plástico e Ostwald (4) pseudo-plástico foram 

testadas. 

                          σ = σ 0 + η γ                                                        (2) 

                          σ 0,5 = σ 00,5 + η0,5 γ0,5                                                                (3) 

                          σ = K γn                                                               (4) 

Onde: η é a viscosidade, σ é a tensão de cisalhamento, γ taxa de cisalhamento, n é o 

índice de plasticidade, K é o coeficiente de consistência e σ0 é o valor de cedência. 

 

4.2.7 Avaliação da liberação in vitro das nanocápsulas e dos ativos a partir dos 

hidrogéis 

 

Os perfis de liberação in vitro das nanocápsulas e dos ativos a partir dos 

hidrogéis foram determinados utilizando células de difusão de Franz à 32 ± 0,5 °C. 

Uma membrana de nylon regenerada (0,45 μm de porosidade) foi colocada entre um 

compartimento doador e um receptor. A área de difusão foi de 3,14 cm2 e o volume 

do compartimento receptor, de 6,0 mL. O meio de liberação utilizado foi tampão fosfato 

pH 7,4 com 30% de etanol, o qual permaneceu sob agitação. Uma quantidade de 0,5 

g (dose infinita) de cada hidrogel foi espalhada na membrana e em tempos 

correspondentes à 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 h foram coletadas alíquotas de 0,5 mL do meio 

receptor e analisadas pelos métodos desenvolvidos por CLAE. Coletas realizadas nas 

amostras de hidrogéis contendo nanocápsulas foram diluídas em metanol (1:2) para 

garantir a extração do fármaco. O meio foi reposto no mesmo volume de 0,5 mL para 

manter a condição sink. 

 

4.2.8 Estudo de permeação cutânea  

 

O estudo de permeação foi conduzido utilizando pele saudável de paciente do 

sexo feminino submetida a cirurgia de abdominoplastia. O tecido adiposo foi removido 

e a pele foi armazenada em papel alumínio em um congelador até o momento de seu 

uso. Este protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Santa Maria (CAEE: 552200016.3.0000.5346).  
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Para a realização desse experimento, células de difusão do tipo Franz foram 

utilizadas, tendo como meio receptor tampão fosfato pH 7,4 a 32 ± 0,5 °C. Recortes 

de pele (n=6) foram ajustados com a derme em contato com o meio receptor e o 

estrato córneo voltado para o meio doador, em contato com os hidrogéis (0,5 g de 

cada amostra). Após 8 h de incubação, a pele foi removida cuidadosamente, retirando 

o excesso de formulação, e o meio receptor foi recolhido para posteriormente ser 

analisado por CLAE. Para quantificação do ativo nas diferentes camadas da pele, o 

estrato córneo foi removido pela técnica do tape stripping utilizando 18 fitas (Qualitape, 

Adelbras®, Brasil). Em cada fita foi realizada uma pressão uniforme com auxílio de um 

bastão de vidro para remoção total do estrato córneo. A pele foi pesada antes e depois 

da remoção, e as fitas foram colocadas em tubos de ensaio com 4 mL de metanol, 

seguido de agitação no vórtex por 2 min e sonicação por 15 min. Após, foi realizada a 

filtração das amostras e estas foram analisadas por CLAE. 

Para separação da epiderme e derme, a pele foi colocada em aquecimento em 

banho-maria à 60 ˚C por 45 s e, com o auxílio de uma espátula, a epiderme foi 

removida e colocada em um tubo de ensaio com 1 mL de metanol. Por sua vez, a 

derme foi recortada e coloca em tubo de ensaio com 2 mL de metanol. Ambos os tipos 

de amostras foram agitados no vórtex por 2 min e sonicados por 15 min, sendo 

filtrados e analisados por CLAE. Esse procedimento foi baseado no trabalho de Alves 

e colaboradores (2007). 

 

4.2.9 Avaliação do potencial de irritação 

 

Com o objetivo de avaliar o potencial de irritação das formulações foi realizado 

o ensaio da membrana corioalantóide de ovo embrionado de galinha. Para tanto, 

foram utilizados ovos de galinhas fertilizados (Coob 500) no 10° dia de incubação (36,0 

± 0,5 °C e 88 % de umidade), gentilmente doados pela empresa Languiru (Teutonia, 

Brasil). A casca e a membrana externa foram removidas, ficando exposta a membrana 

corioalantóide (MCA), que foi cuidadosamente lavada com NaCl 0,9%. Após, foram 

adicionados 0,3 g de cada formulação (n=6) em cerca de 50% da MCA e observou-se 

os resultados na parte não coberta pela formulação por 300 segundos, tempo 

necessário para a ocorrência de fenômenos irritantes como: hemorragia, lise e 

coagulação. Soluções de NaCl 0,9% e NaCl 0,1 M foram utilizadas como controles 
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negativo e positivo, respectivamente, os quais foram considerados válidos por 

gerarem resposta não-irritante e severamente irritante, respectivamente. O escore de 

irritação (EI) foi determinado conforme a equação 5, levando em consideração o 

tempo do aparecimento dos fenômenos. Este ensaio foi realizado conforme 

metodologia recomendada pelo Comitê Interinstitucional para validação de métodos 

alternativos (ICCVAM, 2010).  

 

                                  𝐸𝐼 = 5𝑥
(301−ℎ)

300
+ 7𝑥

(301−𝑙)

300
+ 9𝑥

(301−𝑐)

300
                                          (5)  

 

Onde: h= tempo de hemorragia; l= tempo de lise, e c= tempo de coagulação. 

 

A partir do EI, as formulações foram classificadas como: não-irritante (0 - 0,9); irritante 

(1 - 1,49); moderadamente irritante (5 - 8,9) e irritante severo (9 - 21). 

 

4.2.10 Fotoestabilidade dos hidrogéis 

 

O ensaio de fotodegradação foi realizado em triplicata conforme metodologia 

descrita por Ourique e colaboradores (2011). Os hidrogéis foram pesados (1 g) e 

colocados em cubetas transparentes de plástico sob uma câmara espelhada contendo 

uma lâmpada UVC (Phillips TUV lamp–UVC long life, 30 W). Foram utilizadas cubetas 

individuais para cada intervalo de tempo. Após cada tempo, os hidrogéis foram 

removidos da cubeta e extraídos com metanol (50 mL), filtrados e o teor remanescente 

foi analisado por CLAE. A fim de garantir que a degradação ocorreu pela lâmpada 

UVC, cubetas contendo os hidrogéis foram cobertas com papel alumínio e foram 

submetidas à câmara espelhada e após o final do experimento, procedeu-se da 

mesma maneira que os outros hidrogéis para quantificação do ativo.  

 

4.2.11 Avaliação do potencial antioxidante das suspensões de nanocápsulas 

contendo o I3C através do radical ABTS 

 

A capacidade de eliminação do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

ácido sulfônico) (ABTS+) foi determinada conforme metodologia de Re e 

colaboradores (1999). Para tanto, as suspensões de nanocápsulas foram diluídas em 

água e os ativos livres (5 mg de I3C e 10 mg de DIM) e óleos (0,3 g ORM e 0,15 g de 
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OP) foram solubilizados em 10 mL de metanol. Após, as amostras foram diluídas em 

água a fim de atingir as concentrações de 1, 2,5, 5 e 10 µg/mL. A solução do radical 

ABTS+ foi preparada misturando a solução estoque ABTS (7 mM) com persulfato de 

sódio (140 mM), 12 h antes do ensaio (concentração final de ABTS 42,7 µM). 

Para a realização deste ensaio, 100 µL das amostras foram pipetadas para uma 

microplaca de 96 poços e incubadas com 100 µL da solução de ABTS durante 30 min, 

sendo protegidas da luz. Após foi feita a leitura da absorbância no espectrofotômetro 

UV/VIS em 734 nm. O branco foi preparado utilizando água ao invés das amostras. 

Como controles negativo e positivo foram utilizados solução de ABTS e ácido 

ascórbico, respectivamente.  

A capacidade sequestrante foi expressa conforme a equação 6: 

 

                                𝑆𝐶 % = 100 −
(𝐴𝑏𝑠−𝐴𝑏𝑏)𝑥100

𝐴𝑏𝑐
                                            (6)         

        

Onde: SC corresponde a capacidade sequestrante em %, Abs é a absorbância da 

amostra incubada com ABTS, Abb é a absorbância do respectivo branco e a Abc a 

absorbância do controle negativo. 

 

4.2.12 Avaliações da atividade anti-inflamatória 

 

4.2.12.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos (n total= 72) pesando 

entre 25-30 g obtidos do Biotério Central da UFSM, os quais foram mantidos em 

gaiolas apropriadas, sob condições de temperatura controlada (22 ± 2°C) e ciclo claro-

escuro de 12 h. Os animais tiveram livre acesso à água e ração de laboratório e foram 

habituados ao ambiente experimental pelo menos 1 hora antes do início dos 

experimentos.  

 Todos os experimentos foram realizados entre 8:00 e 17:00 h e os animais 

foram manipulados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA) (Processo n° 

2312220518/2018). Estes experimentos foram realizados segundo as normas de bem-
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estar animal, em concordância com as considerações éticas para análise de dor em 

animais conscientes (Zimmermann, 1983; Brasil, 2018). 

 A fim de minimizar as variações inerentes à técnica, todos os procedimentos 

foram realizados por somente um experimentador. O número de animais utilizados foi 

determinado como sendo o número mínimo necessário para demonstrar efeitos 

consistentes dos tratamentos avaliados. 

 

4.2.12.2 . Edema de orelha induzido pela aplicação do óleo de cróton 

 

 Inicialmente, os animais foram aclimatados ao ambiente experimental por uma 

hora. Em seguida, foram anestesiados com cetamina (90 mg/Kg) + xilazina (30 mg/Kg) 

por meio de injeção intraperitoneal. Após anestesia, o processo inflamatório foi 

induzido na orelha direita dos animais pela administração tópica de 20 µL de uma 

solução do agente irritante óleo de cróton diluído em acetona, resultando na aplicação 

do mesmo na concentração de 1 mg/orelha (BRUM et al., 2016; PIANA et al., 2016; 

PIANA et al., 2017).  

 Após a indução de inflamação, o analgésico dipirona foi administrado por via 

oral, por meio de gavagem, a fim de evitar dor e desconforto que fosse eventualmente 

causado pela aplicação do óleo de cróton na orelha dos animais. A dipirona é um 

fármaco efetivo para tratamento da dor de intensidade leve a moderada e foi 

administrada por via oral, na dose de 1 mmol/Kg (MILANO et al., 2008). 

 

4.2.12.3 Edema de orelha induzido pela radiação UVB 

 

A fonte de radiação UVB foi uma lâmpada Philips TL40W/12 RS (Medical-

Eindhoven, Holanda) posicionada 12 centímetros acima da superfície onde os 

camundongos foram mantidos. A lâmpada emite luz contínua de espectro entre 270 e 

400 nm, com pico de emissão em 313 nm. A saída de UVB (80% do total de radiação 

UV) foi medida utilizando radiômetro (UV monitor MS-211-1, EKO Instruments, 

Japão). Primeiramente, os animais foram aclimatados na sala experimental durante 

pelo menos uma hora antes dos experimentos. Em seguida, foram anestesiados com 

cetamina (90 mg/kg) + xilazina (30 mg/kg) por via intraperitoneal. Após anestesia, a 

orelha dos animais foi exposta à radiação UVB por 14 min (840 s) (MARCHIORI et al., 
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2017). Nesta distância e nesse período de tempo a taxa de irradiação UVB emitida foi 

de 0,61 mV/cm2 e a dose alcançada é de 0,5 J/cm2.  

           Para a proteção do restante do corpo do animal, e para que assim 

somente a orelha escolhida fosse irradiada, foi utilizado um tecido de algodão, o qual 

protege totalmente contra a radiação UVB (transmissão de UVB de 0 mW/cm2 

conforme medida por radiômetro - UV monitor MS- 211-1, EKO Instruments, Japão). 

Após a indução de inflamação, o analgésico dipirona também foi administrado 

por via oral, por meio de gavagem, a fim de evitar dor e desconforto que fosse 

eventualmente causado. A dipirona é um fármaco efetivo para tratamento da dor de 

intensidade leve a moderada e foi administrada por via oral, na dose de 1 mmol/Kg 

(MILANO et al., 2008). 

 

4.2.12.4 Tratamentos  

 

Imediatamente após a aplicação do óleo de cróton ou a exposição à radiação 

UVB, aproximadamente 15 mg da formulação-teste foi aplicada diretamente na orelha 

direita dos animais, com o auxílio de espátula, objetivando-se investigar seu potencial 

anti-inflamatório. Esta quantidade de formulação a ser aplicada corresponde à 

quantidade necessária para cobrir totalmente a superfície da orelha dos animais. Os 

animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n=6): 

 

- naïve: não-tratados com óleo de cróton ou radiação UVB nem com os 

tratamentos; 

- óleo de cróton ou irradiado: recebe somente aplicação de óleo de cróton ou a 

radiação UVB; 

- veículo: aplicação de óleo de cróton ou radiação UVB + tratamento com 

semissólido veículo (hidrogel à base de goma de alfarroba)  

- HG-I3C: aplicação de óleo de cróton ou radiação UVB + tratamento com 

semissólido contendo I3C na forma não-nanoencapsulada (0,5 mg/g); 

- HG-NC-I3C: aplicação de óleo de cróton ou radiação UVB + tratamento com 

semissólido contendo nanocápsulas de I3C (I3C na forma nanoencapsulada) (0,5 

mg/g); 

- HG-DIM: aplicação de óleo de cróton ou radiação UVB + tratamento com 

semissólido contendo DIM na forma não-nanoencapsulada (1 mg/g); 
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- HG-NC-DIM: aplicação de óleo de cróton ou radiação UVB + tratamento com 

semissólido contendo nanocápsulas de DIM (DIM na forma nanoencapsulada) (1 

mg/g); 

- Acetato de dexametasona (controle positivo): aplicação de óleo de cróton ou 

radiação UVB + tratamento com formulação comercial de acetato de dexametasona 

na concentração de 1 mg/g. 

 

4.2.12.5 Medida do edema de orelha 

 

A espessura da orelha dos animais foi avaliada previamente à aplicação do 

óleo de cróton e à exposição à radiação UVB (medida basal), utilizando micrômetro 

digital, o qual foi aplicado próximo à extremidade medial da orelha, distal aos sulcos 

cartilaginosos (BOLLER et al., 2010; DE YOUNG et al., 1989).   

Para o ensaio do óleo de cróton, seis horas após o tratamento tópico com as 

formulações, a espessura da orelha dos animais foi novamente verificada, de modo a 

avaliar o edema de orelha, processo consequente da inflamação induzida pelo agente 

irritante. Para imobilização dos animais necessária à realização desta medida, os 

mesmos foram levemente anestesiados com o agente anestésico inalatório isoflurano. 

A diferença entre a medida basal e a medida em 6 h foi expressa em μm. De maneira 

a reduzir a variação entre as análises, somente um único avaliador conduziu as 

medidas. 

Para o ensaio da radiação UVB, foi medida a espessura da orelha após 24, 48 

e 72 h após uma única exposição à radiação (MARCHIORI et al., 2017). O edema de 

orelha foi expresso como a variação da espessura da orelha em determinado tempo 

em relação à medida basal. Para imobilização dos animais necessária à realização 

desta medida, os mesmos foram levemente anestesiados com o agente anestésico 

inalatório isoflurano. 

 

4.2.12.6 Análise histológica 

 

Seis horas após o tratamento dos animais e avaliação do edema de orelha para 

o óleo de cróton e 24 h para a radiação UVB, os animais foram eutanasiados com 

tiopental sódico + lidocaína e as orelhas foram coletadas para a verificação de 

alterações histológicas. As amostras foram fixadas em solução alfac (álcool etílico 
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80%, formaldeído 40% e ácido acético glacial), embebidas em cera de parafina, 

seccionadas em cortes de 5 µm e coradas com hematoxilina-eosina. A quantificação 

dos leucócitos presentes no tecido foi realizada através de microscopia, a partir da 

contagem destas células por campo, em uma área representativa, utilizando lentes 

objetivas de 20x (RECIO et al., 2000). 

 

4.2.13 Análise estatística 

 

As formulações foram preparadas e analisadas em triplicata, sendo seus 

resultados expressos como média ± desvio padrão. A distribuição destes foi testada 

utilizando o teste de normalidade de D’Agostino-Pearson. Os dados foram avaliados 

estatisticamente através de teste t ou de análise de variância (ANOVA) de uma via 

seguido pelo teste Bonferroni. Os resultados das avaliações in vivo foram expressos 

como média ± erro padrão da média. A análise estatística foi realizada por análise 

variância de uma via (ANOVA) seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Todos os testes 

foram conduzidos utilizando o software Graph Pad Prism 6.0 (San Diego, EUA). 

Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativos de significância estatística. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS HIDROGÉIS  

 

Para obtenção dos hidrogéis, a goma de alfarroba foi utilizada pela primeira vez 

com este propósito, na concentração de 3%. No entanto, também foram testadas as 

concentrações de 1, 2 e 4 %. Verificou-se que as concentrações mais baixas não 

foram eficientes na obtenção de uma forma farmacêutica consistente para a aplicação 

cutânea. Por outro lado, a concentração de 4 % levou a obtenção de um hidrogel muito 

consistente. Dessa forma, a concentração de 3 % foi a escolhida para dar seguimento 

ao trabalho, e está de acordo com estudos prévios do nosso grupo, além de outros 

trabalhos encontrados na literatura, que utilizaram gomas naturais para a obtenção de 

formulações semissólidas (CERVI, 2017; YOU et al., 2015).  

Após o preparo, todas as formulações apresentaram aspecto visual 

homogêneo e semelhante entre si. As formulações que continham as nanocápsulas 

apresentaram coloração branco-leitosa muito semelhante à suspensão de 

nanocápsulas, e as formulações contendo os ativos não nanoencapsulados 

apresentaram aspecto transparente, conforme demonstrado na figura 10. Por sua vez, 

o hidrogel veículo (sem nanocápsulas e ativos) também apresentou-se transparente. 

Os resultados obtidos na caracterização físico-química dos hidrogéis estão 

representados na tabela 3. Em relação ao tamanho médio de partícula, todas as 

formulações apresentaram tamanho na faixa nanométrica muito semelhante à 

suspensão original (p > 0,05) conforme demonstrado por Gehrcke e colaboradores 

(2018) e Mattiazzi e colaboradores (2019), indicando que não houve alteração de 

tamanho após o espessamento das formulações. Resultados semelhantes foram 

encontrado quando nanocápsulas foram incorporadas em hidrogéis de Carbopol® ou 

goma gelana (FONTANA et al., 2011; PEGORARO et al., 2017; TERROSO et al., 

2009). Com base nesses resultados podemos sugerir que o uso da goma de alfarroba 

foi satisfatório na obtenção de hidrogéis contendo nanocápsulas, uma vez que foi 

mantida a integridade desses nanossistemas. 
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Figura 10- Imagens representativas dos hidrogéis contendo os ativos 
nanoencapsulados (A) e hidrogéis contendo os ativos não nanoencapsulados (B). 
 

 

 

 

Tabela 3- Caracterização físico-química dos hidrogéis desenvolvidos. (média ± desvio 
padrão, n=3) 
 

Formulação Tamanho (nm) IPD 
Teor de 

ativo 
(mg/g) 

pH 

HG-NC-I3C 213 ± 15 0,22 ± 0,01 0,47 ± 0,02 7,43 ± 0,15 

HG-NC-ORM 231 ± 66 0,26 ± 0,12 - 7,06 ± 0,19 

HG-I3C - - 0,48 ± 0,02 7,24 ± 0,12 

HG-NC-DIM 138 ± 10 0,14 ± 0,02 0,96 ± 0,03 6,79 ± 0,05 

HG-NC-OP       140 ± 8 0,12 ± 0,01 - 6,59 ± 0,04 

HG-DIM - - 0,99 ± 0,02 6,82 ± 0,03 

Veículo 451± 136 0,55 ± 0,08 - - 
IPD: índice de polidispersão 

 

Com relação ao IPD, este indica a homogeneidade das formulações quanto ao 

tamanho, e é desejável valores inferiores a 0,25, pois indicam estreita distribuição 

(ALVES et al., 2007; DA SILVEIRA et al., 2013). Os valores de IPD para todos 

hidrogéis foram satisfatórios, indicando a homogeneidade das formulações.  

Com relação ao pH, os hidrogéis contendo o I3C necessitam de um controle 

deste parâmetro, uma vez que este ativo em condições ácidas sofre oligomerização 

(BANERJEE et al., 2011). Portanto, os valores de pH para esses hidrogéis se 
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encontram na faixa da neutralidade, uma vez que a suspensão de nanocápsulas é 

alcalinizada. Para o desenvolvimento de hidrogéis do I3C na sua forma livre também 

foi alcalinizada a água. Os hidrogéis contendo o DIM apresentaram pHs levemente 

ácidos muito semelhantes a suspensão original (MATTIAZZI et al., 2019). Cabe 

ressaltar que valores incompatíveis com o pH da pele podem levar à perda da 

integridade cutânea, deixando-a mais suscetível à agressão por agentes externos 

(SCHERML et al., 2010). Todos os hidrogéis apresentaram pH compatível com a 

aplicação cutânea e bastante semelhantes aos encontrados em outros estudos 

(OURIQUE et al., 2011; SCHIMID-WENDTNER e KORTING, 2006). 

Em relação ao teor dos ativos, valores próximos aos teóricos foram 

encontrados. Cabe ressaltar que as suspensões de nanocápsulas já haviam sido 

desenvolvidas e validadas em nosso grupo de pesquisa, e apresentam concentrações 

diferentes, portanto os hidrogéis também apresentaram concentrações diferentes. 

Para os hidrogéis contendo I3C a concentração foi de 0,5 mg/g e para os contendo 

DIM foi o dobro,1 mg/g. Para ambos os ativos, as concentrações nos hidrogéis foram 

próximas de 100 %, indicando que não houve perdas ou degradação dos ativos 

durante o processo de preparação dos hidrogéis.  

 

5.2  AVALIAÇÃO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE: TESTE DE CENTRIFUGAÇÃO 

 

O teste de centrifugação antecipa possíveis sinais de instabilidade por provocar 

um estresse na amostra ao simular um aumento na gravidade e, dessa forma, acelerar 

a mobilidade das partículas (ANVISA, 2004). Como é possível observar na figura 11, 

nenhuma das formulações apresentou alterações visíveis. Assim, pela ausência de 

fenômenos como separação de fases, cremagem, floculação e coalescência, os 

hidrogéis desenvolvidos nesse trabalho foram considerados estáveis frente a este 

teste.  
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Figura 11-  Imagens representativas dos HG-NC-I3C, HG-NC-ORM, HG-I3C (A) e HG-
NC-DIM, HG-NC-OP e HG-DIM (B) após serem submetidos ao teste de centrifugação. 
 

 

 

5.3  AVALIAÇÃO DA ESPALHABILIDADE 

 

A avaliação da espalhabilidade é uma característica importante a ser a 

determinada no desenvolvimento de formulações semissólidas, pois verifica a 

capacidade da formulação espalhar-se sobre uma superfície, e está relacionada com 

a sua aplicação no local desejado (GARG et al., 2002). Os resultados obtidos estão 

representados na figura 12, que ilustram os perfis de espalhabilidade das formulações 

contendo o I3C e DIM, e na tabela 4 onde estão representados os fatores de 

espalhabilidade, que foram calculados segundo a equação 1.  

Com base nesses resultados, podemos verificar que o HG-I3C apresentou 

maior fator de espalhabilidade (p < 0,05) quando comparado aos hidrogéis contendo 

as nanocápsulas. Esse mesmo resultado foi observado para o HG-DIM (p < 0,05) 

quando comparado às formulações HG-NC-DIM e HG-NC-OP. Assim, foi possível 

observar que a presença das suspensões de nanocápsulas foi capaz de influenciar 

na espalhabilidade das formulações. Resultados semelhantes foram relatados na 

literatura, onde a presença das nanocápsulas levou à uma diminuição da 

espalhabilidade (DE LIMA et al., 2017; RIGO et al., 2015), o que pode ser atribuído a 

presença do polímero (1%) nas suspensões de nanocápsulas que contribui para um 
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aumento da viscosidade. Formulações mais viscosas tendem a se espalhar menos, 

essa hipótese se confirma com o resultado da viscosidade, apresentado no item 5.4. 

Ainda, os valores de espalhabilidade obtidos nesse estudo são semelhantes aos 

encontrados na literatura, nos quais associaram sistemas nanoestruturados em 

hidrogéis de polímeros sintéticos (FONTANA et al., 2011; RIGO et al., 2015). 

 

Figura 12- Representação gráfica da espalhabilidade das formulações HG-NC-I3C, 
HG-NC-ORM e HG-I3C (A) e HG-NC-DIM, HG-NC-OP e HG-DIM (B) em função do 
peso adicionado (g) (média ± desvio padrão, n=3).  
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Tabela 4- Determinação do fator de espalhabilidade dos hidrogéis. Média ± desvio 

padrão, n=3; * significa diferença estatística entre os grupos.  

 

Formulação Fator de espalhabilidade (mm²/g) 

HG-NC-I3C 3,71 ± 0,02 

HG-NC-ORM                                   3,23 ± 0,23 

HG-I3C  4,00 ± 0,30* 

HG-NC-DIM 2,58 ± 0,19 

HG-NC-OP 2,50 ± 0,23 

HG-DIM 3,41 ± 0,16* 

 

5.4  AVALIAÇÃO REOLÓGICA 

 

Outro parâmetro importante a ser avaliado é o comportamento reológico das 

formulações. Este influencia a espalhabilidade, retenção e tempo de contato com a 

superfície da pele (BATHEJA et al., 2011). Os viscogramas e os reogramas dos 

hidrogéis foram obtidos através da representação gráfica da viscosidade versus taxa 

de cisalhamento (figura 13), e tensão de cisalhamento versus taxa de cisalhamento 

(figura 14), respectivamente. A partir desses gráficos, pode-se observar que os 

hidrogéis apresentaram fluxo não-newtoniano, uma vez que as viscosidades não se 

mantem constantes com a variação da taxa de cisalhamento aplicada e a relação da 

taxa de cisalhamento versus tensão de cisalhamento não é linear (KIM et al., 2003). 

Em sistemas não-newtonianos os fluidos podem apresentar diferentes tipos de 

comportamento de fluxo: plástico, pseudoplástico ou dilatante. 
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Figura 13- Representação gráfica da viscosidade dos hidrogéis (mPa.s) versus a taxa 
de cisalhamento (s-1). (n=3) 
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Figura 14- Representação gráfica da tensão de cisalhamento (mPa) versus a taxa de 
cisalhamento (s-1), (n=3). 
 

 
 

Para melhor compreender o comportamento observado a partir dos reogramas 

dos hidrogéis, três modelos matemáticos foram analisados utilizando as equações 2, 

3 e 4. Assim sendo, todas as formulações adequaram-se melhor ao modelo de 
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Ostwald, tendo em vista que foram obtidos os maiores valores de coeficiente de 

regressão (r). Este modelo descreve fluxo não-newtoniano pseudoplástico, e não 

necessita de tensão de cisalhamento mínima para começar a fluir (FERREIRA, 2008), 

sendo comumente encontrado na literatura para semissólidos contendo 

nanossistemas (ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005; ARGENTA et al., 2016; 

BALESTRIN et al., 2016). Esse tipo de comportamento é bastante desejável para 

formulações que serão aplicadas sobre a pele, pois é importante que as formulações 

sejam capazes de fluir e espalhar-se com facilidade na área aplicada, principalmente 

quando se tem uma pele lesada. 

 

Tabela 5- Coeficientes de regressão (r) obtidos para os diferentes modelos 
matemáticos (média ± desvio padrão, n=3). 
 

Formulação Binghan  Casson  Ostwald 

HG-NC-I3C 0,972  ± 0,003 0,985  ± 0,004 0,997  ± 0,003 

HG-NC-ORM 0,977 ± 0,003 0,990 ± 0,001 0,999 ± 0,000 

HG-I3C 0,947 ± 0,003 0,975 ± 0,002 0,996 ± 0,001 

HG-NC-DIM 0,972 ± 0,004 0,980 ± 0,003 0,999 ± 0,001 

HG-NC-OP 0,964 ± 0,003 0,984 ± 0,001 0,998 ± 0,000 

HG-DIM 0,960  ± 0,010  0,979 ± 0,009 0,996 ± 0,004 

 

 

Após estabelecer o melhor modelo, os índices de fluxo (n) e de consistência (k) 

foram calculados e estão representados na tabela 6. O índice de consistência está 

relacionado com a própria viscosidade do produto, ou seja, com a resistência ao fluxo, 

enquanto que o índice de fluxo se refere ao grau de pseudoplastia do material 

(LEONARDI e CAMPOS, 2001; LOCH, 2011). Todos os hidrogéis apresentaram 

índices de fluxo menores que 1, confirmando o comportamento pseudoplástico, o qual 

é caracterizado pela diminuição da viscosidade aparente à medida que aumenta a 

taxa de cisalhamento (CÔRREA et al., 2005; KIM et al., 2003). Em relação ao índice 

de consistência, foi possível observar que a presença das nanocápsulas levou a um 

aumento da consistência (p <0,05) quando comparada com os hidrogéis contendo os 

ativos livres, tanto para o grupo do I3C ou do DIM.  
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Tabela 6- Índice de fluxo (n) e índice de consistência (K) dos hidrogéis. Média ± desvio 
padrão, n=3. * significa diferença estatística (p < 0,05) comparado aos hidrogéis 
contendo as nanocápsulas de seu respectivo grupo.  
 

Formulação n K 

HG-NC-I3C 0,60 ± 0,01 1476,21 ± 42,05 

HG-NC-ORM 0,59 ± 0,01 1751,76 ± 97,21 

HG-I3C 0,50 ± 0,01 1191,55 ± 42,25* 

HG-NC-DIM 0,61 ± 0,02 2024,33 ± 36,87 

HG-NC-OP 0,55 ± 0,01 2588,60 ± 67,45 

HG-DIM 0,52 ± 0,01 2011,99 ± 133,23* 

 

 

 Cabe ressaltar que apesar dos hidrogéis terem sido preparados com a mesma 

goma e na mesma concentração, foi observado que os índices de consistências das 

formulações de DIM foram maiores, confirmando assim que as características da 

suspensão de nanocápsulas e dos ativos são os fatores determinantes para a 

consistência dos hidrogéis. Curiosamente, Balzus e colaboradores (2017) 

desenvolveram nanopartículas de Eudragit® RS 100 e de etilcelulose (polímeros 

utilizados em nosso trabalho) contendo dexametasona e, ao analisarem as 

viscosidades das dispersões orgânicas destes polímeros, foi constatado que a 

dispersão de etilcelulose apresentava viscosidade cerca de 6 vezes maior que a de 

Eudragit® RS100.  

Este resultado do índice de consistência é corroborado pelos dados de 

espalhabilidade, uma vez que ambos são inversamente proporcionais, ou seja, as 

formulações menos consistentes (HG-I3C e HG-DIM) tendem a se espalhar mais, 

como foi observado na figura 12.  

 

5.5  LIBERAÇÃO IN VITRO DAS NANOCÁPSULAS E DOS ATIVOS A PARTIR DOS 

HIDROGÉIS 

 

O processo de liberação não se dá somente em relação ao ativo liberado a 

partir da nanocápsula, mas também da nanocápsula a partir do hidrogel. Devido a 

porosidade da membrana (0,45 µm) escolhida para este estudo, as nanocápsulas 

podem passar intactas para o meio receptor. Para não ocorrer equívocos, foi 

adicionado o metanol com o objetivo de verificar a existência de ativo sendo liberado 
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ainda na forma nanoencapsulada. Nesse caso, o solvente orgânico serve para 

solubilizar o polímero no qual o ativo está encapsulado, liberando o ativo para então 

ser quantificado. Estas condições foram estabelecidas com base em outros estudos 

nos quais se verificou a necessidade do procedimento (MARCHIORI et al., 2017; 

VARGAS et al., 2013). 

Os experimentos foram realizados por 8 horas, sendo que em cada tempo, 

alíquotas do meio foram coletadas e analisadas por CLAE. A quantidade de ativo 

liberada a partir dos hidrogéis foi calculada em função do volume do meio receptor (6 

mL) e da área da membrana. Na figura 15, encontram-se os resultados de liberação 

do I3C a partir dos hidrogéis. Analisando estatisticamente, a incorporação do I3C em 

nanocápsulas não modificou o perfil de liberação (p > 0,05). Isto pode estar 

relacionado à baixa eficiência de encapsulação, uma vez que cerca de 46% do ativo 

não está nanoencapsulado (GERHCKE et al., 2018), e como é utilizado uma dose 

infinita de formulação, não há contato de todo hidrogel com a membrana de difusão.  

Diferentemente, no trabalho de Gerhcke e colaboradores (2018) foi avaliado o perfil 

de liberação das suspensões de nanocápsulas. O ensaio foi conduzido pela técnica 

de difusão em saco de diálise, e como resultado, foi observado que a 

nanoencapsulação modificou a liberação do I3C, a qual ocorreu em duas etapas, uma 

etapa de liberação rápida (efeito burst), seguida de uma liberação um pouco mais 

lenta. Devido ao tamanho reduzido do poro, esta técnica impede a passagem da 

nanopartículas para o meio de liberação, sendo que somente o ativo na sua forma 

livre consegue atravessar o saco de diálise e ser quantificado no meio de liberação 

(ANDRADE; FONTANA; BECK, 2014), o que pode explicar a diferença dos resultados 

encontrados no presente trabalho, uma vez que as nanopartículas intactas podem 

atravessar a membrana de nylon. 
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Figura 15-  Quantidade de I3C (A) e DIM (B) liberada em função da área da membrana 

ao longo do tempo. Média ± desvio padrão, n=3. Significa diferença estatística * p < 

0,05 e *** p < 0,01. 

 

 

 

 Analisando os resultados obtidos para os hidrogéis de DIM, estes 

apresentaram perfis diferentes (p < 0,05) entre si. Conforme pode-se observar na 

figura 15, a quantidade de DIM liberada a partir da formulação HG-NC-DIM foi 

significativamente superior à da formulação HG-DIM. Com isso pode-se dizer que a 

nanoencapsulação do DIM contribuiu para uma mudança no perfil de liberação e, 

devido ao fato deste bioativo ser uma molécula bastante lipofílica, tende a ficar retido 
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na rede polimérica da goma de alfarroba, enquanto que associado a nanoestruturas 

essa característica de lipofilia é melhorada, e então aumenta a sua liberação a partir 

de uma formulação com características hidrofílicas. Resultados semelhantes foram 

relatados por Marchiori e colaboradores (2017), onde a nanoencapsulação da 

silibinina levou a um aumento na quantidade liberada em cerca de 5 vezes.  

Em relação à quantidade total liberada após as 8 h de experimento, o valor 

médio obtido para HG-NC-I3C foi de 104,76 ± 9,10 µg/mL e para HG-I3C foi de 117,07 

± 9,54 µg/mL, os quais são satisfatórios e demonstram que este bioativo consegue 

‘deixar’ facilmente a forma farmacêutica, independentemente de estar ou não 

associado a nanocápsulas. Já para as formulações de DIM, os valores médios foram 

de 40,84 ± 2,67 µg/mL para HG-NC-DIM e de 22,32 ± 5,67 µg/mL para HG-DIM. Pode-

se notar que a formulação que continha o DIM nanoencapsulado liberou cerca de duas 

vezes mais o ativo (p <0,05). Fazendo uma relação entre as quantidades totais 

liberadas dos dois bioativos, é notável que as formulações contendo I3C liberaram 

quantidades significativamente maiores, o que pode ser explicado pela baixa 

eficiência de encapsulação e menor lipofilicidade deste ativo, possibilitando uma 

‘saída’ mais rápida do hidrogel e tendo uma maior afinidade pelo meio receptor. 

Cabe ressaltar que para este ensaio são utilizadas doses infinitas dos hidrogéis, 

portanto, não há um contato de toda massa do hidrogel com a membrana de difusão. 

Por isso, pode-se dizer que por haver uma rede tridimensional da goma, o que confere 

uma resistência ao fluxo, as nanocápsulas ou os ativos encontram uma certa 

dificuldade em deslocar-se nessa estrutura e atingir as regiões mais próximas à 

membrana, para então atingir o meio receptor, por isso forma-se um platô ou até 

mesmo uma certa ascendência, conforme pode ser observado na figura 15.  

Por fim, é importante salientar que as nanocápsulas são capazes de veicular 

ativos lipo e hidrofílicos, e tendem a aumentar a retenção destes na pele, promover 

liberação sustentada, bem como modificar as características físico-químicas dos 

mesmos, e para formulações de uso tópico, são interessantes características tanto de 

liberação imediata ou controlada de ativos (ALVES et al., 2006; FRANK et al., 2015; 

SCHAFFAZICK et al., 2003).  
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5.6  ESTUDO DE PERMEAÇÃO CUTÂNEA 

 

O conhecimento da eficácia da penetração de substâncias através da pele é de 

extrema importância para o desenvolvimento e otimização de formulações para uso 

tópico. Estudos de permeação cutânea são realizados a fim de avaliar criticamente a 

distribuição dos ativos nas diferentes camadas da pele (ALVES et al.,2006; BETTONI 

et al., 2012). Neste trabalho, a pele humana foi utilizada como membrana por ser 

considerada a mais apropriada para esse tipo de estudo, uma vez que implica uma 

maior confiabilidade na interpretação dos resultados.  

Com relação à distribuição total de I3C na pele a partir das formulações HG-

NC-I3C e HG-I3C, esta foi de 60,03 ±7,6 µg e de 34,18 ± 3,97 μg, respectivamente. 

Assim sendo, a nanoencapsulação do I3C aumentou (p < 0,05) a distribuição deste 

ativo na pele (figura 16), o que pode ser explicado pela carga positiva das 

nanopartículas que tendem a se aderir sobre o tecido, possibilitando assim um maior 

transporte. A fim de se obter uma melhor compreensão da distribuição deste ativo em 

cada camada da pele, a figura 17 ilustra a quantidade de I3C retido no estrato córneo 

(EC), epiderme (EPI) e derme.  

 
 

Figura 16- Distribuição total de I3C na pele. Média ± desvio padrão, n=5. * significa 

diferença estatística (p < 0,05). 
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Figura 17- Quantidade de I3C (µg/cm2) encontrada nas diferentes camadas da pele, 
estrato córneo (EC), epiderme (EPI) e derme para as formulações HG-NC-I3C e HG-

I3C. Média ± desvio padrão, n=5. * significa diferença estatística (p < 0,05). 
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A nanoencapsulação do I3C foi capaz de modificar a retenção somente no 

estrato córneo, onde o HG-NC-I3C apresentou quantidades superiores (p < 0,05), o 

que pode ser explicado pelo potencial de atração das nanopartículas (carga positiva) 

com o estrato córneo, que é carregado negativamente (PALACIO; BHUSHAN, 2012). 

Além do mais, o estrato córneo atua como um ‘depósito’ para as nanoestruturas, 

permitindo a liberação gradual de ativos para as camadas subsequentes (KAHRAMAN 

et al., 2017). Com relação à epiderme e à derme, foram encontradas quantidades 

semelhantes para ambas formulações (p > 0,05). Cabe ressaltar que a quantidade que 

penetrou na epiderme foi de 4,78 ± 2,44 µg/cm2 para HG-NC-I3C e 6,38 ± 2,17 µg/cm2 

para HG-I3C, esses valores são superiores aos comumente encontrados na literatura 

(BALZUS et al., 2017; VENTURI et al., 2015). Beber e colaboradores (2016) 

estudaram a permeação de hidrogéis contendo nanocápsulas de Eudragit® RS100 e 

dexametasona. No referido estudo foi constatado que a nanoencapsulação deste 

fármaco alterou significativamente a quantidade penetrada na epiderme (0,20 ± 0,04 

µg/cm2), no entanto, essa quantidade foi inferior a encontrada em nosso trabalho. É 

importante mencionar que a epiderme e a derme são as camadas alvo para ação 

farmacológica de anti-inflamatórios tópicos (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 

2008). 

Quanto ao meio receptor, para ambas as formulações, a quantificação de I3C 

foi insignificante e sem diferença estatística significativa entre elas, indicando que a 
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nanoencapsulação aumentou o transporte de I3C na pele, sem aumentar os riscos de 

absorção sistêmica, resultados semelhantes a este são relatados na literatura 

(BEBER et al., 2016; CONTRI et al., 2014).  

Um comportamento diferente foi observado na análise dos resultados de 

permeação dos hidrogéis de DIM. A formulação HG-NC-DIM apresentou menor 

quantidade (p < 0,05) de ativo retido na pele quando comparada ao HG-DIM (figura 

18), o que pode ser explicado pelo papel do polímero em controlar a liberação.   

 

Figura 18- Distribuição total de DIM na pele. Média ± desvio padrão, n=5. * significa 

diferença estatística (p < 0,05). 
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Através da figura 19, na qual encontra-se ilustrada a quantidade de DIM em 

cada camada da pele, pode-se observar que a nanoencapsulação foi responsável pela 

menor tendência do ativo de chegar à derme (p < 0,05), diminuindo assim os riscos 

de absorção sistêmica, semelhante ao resultado relatado por Andrade e 

colaboradores (2015). Balzus e colaboradores (2017) demonstraram que 

nanocápsulas de etilcelulose contendo dexametasona foram capazes de aumentar a 

penetração na epiderme e diminuir a permeação na derme quando comparado a um 

hidrogel comercial, isto foi atribuído à liberação lenta a partir da etilcelulose, mesmo 

polímero utilizado no desenvolvimento das nanocápsulas de DIM. Ademais, Alves e 

colaboradores (2007) ao avaliarem diferentes sistemas nanoestruturados 

incorporados em hidrogéis, relataram que a presença da parede polimérica 

desempenha papel importante na penetração da pele, contribuindo para a retenção 
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nas camadas superiores do tecido. Quanto ao meio receptor, para ambas as 

formulações, não foi detectada a presença de DIM. 

 
Figura 19- Quantidade encontrada de DIM (µg/cm2) nas diferentes camadas da pele: 
estrato córneo (EC), epiderme (EPI) e derme para as formulações HG-NC-DIM e HG-

DIM. Média ± desvio padrão, n=5. * significa diferença estatística (p < 0,05) 
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De uma maneira geral, independente do ativo, a ordem decrescente de 

retenção nas camadas da pele foi: estrato córneo > epiderme > derme. Sabe-se que o 

estrato córneo é a principal barreira, sendo a porção mais lipofílica da pele, o que 

explica a maior retenção das nanopartículas nesta camada. Já a derme é a camada 

mais polar da pele, desta forma, sendo hidrofóbicos os ativos e as nanocápsulas, 

estes terão menor afinidade pela derme e maior afinidade pelas camadas superiores 

da pele (estrato córneo e epiderme). A retenção de nanocápsulas nas camadas 

superiores da pele já foi relatada em alguns trabalhos (BEBER et al, 2016; DE BRUM 

et al., 2015; MELERO et al., 2014). Ainda, a penetração de nanocápsulas intactas 

através do estrato córneo é insignificante (ROBERTS et al., 2017).  Foi demonstrado 

que após a aplicação de nanopartículas poliméricas sobre a pele, estas se localizavam 

na superfície do estrato córneo, sulcos e aberturas dos folículos pilosos (CAMPBELL 

et al., 2013; WU et al., 2009). Assim, esses nanocarreadores podem gerar um efeito 

de depósito nessas regiões da pele e ir liberando aos poucos o ativo para as camadas 

viáveis (epiderme e derme). Sendo assim, pode-se inferir que os hidrogéis 
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desenvolvidos em nosso trabalho, contendo as nanocápsulas, apresentaram maior 

afinidade pelo estrato córneo, que atuou como ‘depósito’ dessas nanopartículas, e foi 

liberando aos poucos os ativos, diminuindo assim os riscos de absorção sistêmica.  

Contri e colaboradores (2016) avaliaram a performance de nanocápsulas 

aniônicas e catiônicas na pele humana intacta e com remoção do estrato córneo. A 

partir deste estudo foi possível observar que na pele intacta, as nanocápsulas, por 

serem partículas rígidas, ficaram depositadas no estrato córneo, não tendo acesso a 

outras camadas. Já na pele com remoção de cerca de 70 % do estrato córneo, essas 

nanopartículas conseguiram atingir a epiderme e a derme. No entanto, as 

nanocápsulas catiônicas tiveram uma maior penetração na epiderme e derme quando 

comparadas às nanocápsulas aniônicas, o que foi atribuído à atração eletrostática 

pelas camadas da pele que são carregadas negativamente, conforme já relatado (WU 

et al., 2010). 

 

5.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE IRRITAÇÃO 

 

Para avaliar o potencial de irritação de formulações semissólidas, o ICCVAM 

preconiza que se aplique a formulação em 50 % da MCA e que se observe os 

resultados no 50 % restante. Para isto, foi avaliado o efeito irritante de todos os 

hidrogéis desenvolvidos, até mesmo do veículo (n=6). Não foram observadas 

alterações para as formulações estudadas, conforme pode-se observar na figura 20, 

na qual foi registrada a imagem quando aplicada a formulação (tempo zero) e a 

imagem após os 5 min, equiparando-se ao controle negativo NaCl 0,9 % (não-

irritante). Por outro lado, o controle positivo NaOH 0,1 M, foi classificado como 

severamente irritante (EI= 16,67 ± 1,02), resultado já esperado e semelhante aos 

encontrados na literatura (DEEPTHI et al., 2018; SAVIAN et al., 2015). 
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Figura 20- Imagens do teste da membrana corioalantóide. MCA exposta no tempo 
zero e no final de 5 min respectivamente, onde correspondem: A e B à HG-NC-I3C, C 
e D à HG-NC-ORM, E e F à HG-I3C, G e H à HG-NC-DIM, I e J à HG-NC-OP, K e L 
à HG-DIM, M ao controle negativo (NaCl 0,9 %) e N ao controle positivo (NaOH 0,1 
M). 
 

 
 

 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que todos os hidrogéis 

desenvolvidos neste trabalho demonstraram ser não-irritantes e, portanto, 

preliminarmente considerados seguros para o uso dermatológico. No entanto, cabe 

ressaltar que o ensaio de HET-CAM não pode e não deve substituir totalmente os 

testes toxicológicos em animais, mas atua como um teste de seleção, afim de reduzir 

o número de animais utilizados. Além disso, já foi demonstrado que este ensaio 

apresenta uma boa correlação com o teste de Draize em coelhos (HAGINO et al., 

1999; JOBIN; DEEPTHI; SANDEEP, 2018; LUEPKE, 1985). 

 

 

5.8 FOTOESTABILIDADE DOS HIDROGÉIS 
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Considerando que a instabilidade do I3C e DIM frente à luz já foi relatada (LUO 

et al., 2010) e a fim de confirmar o caráter protetor das nanocápsulas, foi realizado um 

estudo preliminar de fotodegradação na lâmpada UVC para simular uma condição 

mais drástica. Os resultados das formulações contendo I3C estão ilustrados na figura 

21.  

 
Figura 21- Porcentagem remanescente de I3C após a exposição à radiação UVC. 
Média ± desvio padrão, n=3.  * significa diferença estatística (p < 0,05). 
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Até 120 min não foram observadas diferenças significativas entre as 

formulações de I3C. Após 180 min, ficou evidente a fotoproteção conferida pelas 

nanocápsulas. Ao final do experimento (4 h) a quantidade remanescente de ativo foi 

de 62,97 ± 6,67 % e 50,99 ± 8,54 % para HG-NC-I3C e HG-I3C, respectivamente. 

Desta forma, a nanoencapsulação proporcionou uma proteção ao ativo , o que pode 

ser atribuído ao tamanho nanométrico que é capaz de refletir a luz, e ainda ao óleo de 

rosa de mosqueta que é rico em substâncias antioxidantes (FRANCO et al., 2007) que 

podem absorver a luz, protegendo o I3C. No entanto, ao compararmos estes 

resultados com os encontrados em nosso grupo de pesquisa, quando foi avaliada a 

fotodegradação  do I3C associado às suspensões de nanocápsulas (GEHRCKE, et 

al., 2018), pode-se dizer que a incorporação no hidrogel ocasionou uma redução da 

capacidade de fotoproteção. No referido trabalho, ao final de 5 h de experimento, a 
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quantidade remanescente de I3C foi cerca de 85% e 20% para suspensão de 

nanocápsulas e solução metanólica de I3C, respectivamente. Esta diferença entre a 

suspensão de nanocápsulas e hidrogel contendo as nanocápsulas pode ser atribuída 

a diferenças experimentais, a interação da goma de alfarroba com as nanocápsulas, 

reduzindo sua capacidade de dispersar/refletir a radiação incidente, ou a uma maior 

exposição do I3C ao meio externo à partícula, facilitando sua degradação.   

Tanto o I3C como o DIM são bioativos com anéis aromáticos na sua estrutura, 

que possuem capacidade de absorção de luz UV, o que pode resultar na sua 

instabilidade (LUO et al., 2013). Para as formulações contendo DIM não foi possível 

determinar um perfil de fotoestabilidade visto que ao final da exposição os teores 

mantiveram-se próximos de 100%. Curiosamente, ao longo do tempo experimental, 

os hidrogéis exibiram alteração de coloração, o que seria um indicio de degradação. 

Esta hipótese foi reforçada quando verificou-se que o pico cromatográfico do DIM não 

estava puro. A elucidação deste resultado ficou prejudicada devido a limitações 

analíticas.  

Após a aplicação cutânea de fármacos/ativos, a exposição à luz visível ou UV 

é praticamente inevitável, portanto é importante que se conheça a fotoestabilidade 

destes. Nesse sentindo, Ourique e colaboradores (2011) avaliaram a fotoestabilidade 

de nanocápsulas de tretinoína incorporadas em hidrogéis de Carbopol® Ultrez 10 NF 

frente a radiação UVA, os quais apresentaram fotoestabilidade superior ao hidrogel 

contendo a tretinoína não nanoencapsulada. Este resultado ratifica o caráter de 

proteção das nanocápsulas, como também ficou evidenciado em nosso trabalho. 

 

5.9 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DAS SUSPENSÕES DE 

NANOCÁPSULAS CONTENDO O I3C ATRAVÉS DO RADICAL ABTS 

 

Para esta avaliação, utilizou-se o método descrito por Re e colaboradores 

(1999), no qual o radical ABTS•+ é gerado com persulfato de potássio, apresentando 

coloração verde azulado e com absorção máxima em 743 nm. Depois de formado, o 

radical pode ser reduzido na presença de antioxidantes doadores de hidrogênio, 

perdendo sua coloração. 

A capacidade antioxidante das amostras foi calculada em relação ao controle 

positivo, o ácido ascórbico, nas mesmas concentrações, e os resultados foram 

expressos como porcentagem da capacidade sequestrante. Este ensaio foi realizado 



74 
 

 

somente para as formulações contendo o I3C, uma vez que para as formulações de 

DIM este ensaio já foi realizado e os resultados foram publicados previamente pelo 

nosso grupo (MATTIAZZI et al., 2019). 

A figura 22 ilustra a capacidade sequestrante do radical ABTS pelas diferentes 

amostras estudadas. Podemos verificar que somente a formulação NC-I3C é 

semelhante ao controle positivo (p > 0,05) nas concentrações de 10 e 5 µg/mL, com 

capacidade sequestrante cerca de 95-90 %. Ao compararmos as diferentes 

formulações, é possível observar que em todas as concentrações a formulação NC-

I3C mostrou-se superior ao I3C não nanoencapsulado (p < 0,05), o que pode ser 

atribuído ao tamanho nanométrico, que fornece uma maior superfície de contato, 

deixando os grupos doadores de hidrogênio em estreita proximidade com o radical 

ABTS, conforme já mencionado em outros estudos que avaliaram a 

nanoencapsulação de ativos (KUMAR et al., 2015; LI et al., 2018; MARCHIORI et al., 

2017; WU et al., 2008). Com relação ao ORM nanoencapsulado (NC-ORM) e o ORM 

na forma livre, não foram verificadas diferenças significativas (p > 0,05) entre as duas 

amostras. Este resultado está de acordo com o trabalho de Gehrcke e colaboradores 

(2018), no qual a nanoencapsulação do ORM não aumentou a capacidade 

sequestrante, na faixa de concentração de 10 a 75 µg/mL. 

A capacidade de eliminação de radicais livres do I3C já foi determinada por 

Arnao e colaboradores (1996), os quais também utilizaram o radical ABTS.  A partir 

deste estudo foi constatado que a adição do I3C leva ao desaparecimento do radical, 

dependente da concentração, e é possível devido à presença dos grupos N-H e O-H 

em sua estrutura, conhecidos como grupos doadores de hidrogênio necessários para 

reagir com os radicais livres. Além disso, o I3C foi capaz de formar adutos com 

eletrófilos ou radicais livres. 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 
 

 

Figura 22- Capacidade sequestrante do radical ABTS. Cada barra significa média ± 

desvio padrão (n=6) (ANOVA de uma via, seguida do teste de Bonferroni). * significa 

diferença estatística em relação ao controle positivo (p < 0,05); & significa diferença 

estatística entre amostras e NC-I3C (p < 0,05). 
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Ainda no trabalho de Gehrcke e colaboradores (2018) foi constatado o aumento 

na eliminação de radicais livres pelo I3C nanoencapsulado, utilizando as mesmas 

formulações do presente trabalho. No entanto, no referido estudo prévio, o ensaio foi 

feito com o radical DPPH. Resultados semelhantes são encontrados na literatura. 

Kumar e colaboradores (2015) demonstraram que nanopartículas de quitosana com 

naringenina foram capazes de reduzir (cerca de 50-82%) o DPPH mais eficientemente 

do que o flavonoide livre (cerca de 34-64%). Além disso, nanopartículas de ouro 

contendo kaempferol apresentaram maior potencial de eliminação de radicais do que 

o ativo livre. Essas melhoras podem ser explicadas pelo tamanho na escala 

nanométrica, que aumenta a superfície de contato, deixando os grupos doadores de 

hidrogênio próximos à molécula do DPPH (SRINIVAS RAGHAVAN et al., 2015), 

corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho. 
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5.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA 

 

5.10.1 Edema de orelha induzido pela aplicação tópica de óleo de cróton 

 

O óleo de cróton (OC) foi empregado como agente irritante para induzir um 

processo inflamatório nas orelhas de camundongos, a fim de avaliar o efeito 

antiedematogênico tópico dos hidrogéis desenvolvidos. Seis horas após a sua 

aplicação, o OC aumentou a espessura da orelha dos animais, com efeito 

edematogênico máximo de 99 ± 11 μm comparado ao grupo naïve (19 ± 6 μm). Os 

hidrogéis testados reduziram efetivamente o edema de orelha com inibições máximas 

de 30 ± 7 %, 61 ± 9 %, 52 ± 11 %, 61 ± 12 % e 62 ± 6 % para HG-I3C, HG-NC-I3C, 

HG-DIM, HG-NC-DIM e acetato de dexametasona, respectivamente. Além disso, o 

efeito antiedematogênico tópico dos hidrogéis HG-NC-I3C, HG-DIM e HG-NC-DIM foi 

similarmente eficaz (p > 0,05) ao controle positivo, o acetato de dexametasona, 

comumente usado no tratamento de doenças inflamatórias de pele. 

Além disso, o efeito anti-inflamatório tópico dos hidrogéis sobre a infiltração de 

leucócitos ao tecido inflamado foi avaliado histologicamente (figuras 24 e 25). A 

aplicação tópica do OC na orelha dos camundongos aumentou a infiltração de células 

inflamatórias (69 ± 3 células polimorfonucleares/campo), quando comparada ao grupo 

naïve (24 ± 2 células polimorfonucleares/campo). Todos os hidrogéis testados, com 

exceção do veículo, foram capazes de reduzir a infiltração de células inflamatórias (48 

± 4, 43 ± 3, 45 ± 3, 35 ± 2 células polimorfonucleares/campo para HG-I3C, HG-NC-

I3C, HG-DIM e HG-NC-DIM, respectivamente), quando comparado com o grupo não 

tratado (OC). Este efeito foi similar àquele apresentado pelo controle positivo, acetato 

de dexametasona (34 ± 3 células polimorfonucleares/campo). 
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Figura 23 - Efeito antiedematogênico tópico dos hidrogéis na inflamação cutânea 
induzida por óleo de cróton em camundongos. Todas as formulações (15 mg/orelha) 
foram aplicadas imediatamente após a administração de óleo de cróton. O edema de 
orelha foi avaliado 6 h após a administração tópica do óleo de cróton. Cada barra 

representa a média + EPM (n = 6); ###p < 0,001 mostra diferença significativa quando 

comparado ao grupo naïve. ***p < 0,001 e *p < 0,05 mostra diferença significativa 
quando comparado ao grupo não tratado (óleo de cróton). ANOVA uma via, seguido 
pelo teste de Bonferroni. 
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Figura 24 - Efeito das formulações semissólidas aplicadas topicamente na infiltração 
de células inflamatórias induzida pelo agente irritante óleo de cróton. Fotomicrografia 
de luz representativa da orelha dos camundongos 6 h após a aplicação de óleo de 
cróton ou óleo de cróton + tratamentos (coloração hematoxilina-eosina, objetivas de 
20x e 40x). As setas indicam as células polimorfonucleares. A: naïve; B: óleo de 
cróton; C: óleo de cróton + veículo; D: óleo de cróton + HG-I3C; E: óleo de cróton + 
HG-NC-I3C; F: óleo de cróton + HG-DIM; G: óleo de cróton + HG-NC-DIM; H: óleo de 
cróton + acetato de dexametasona 1,0%. Barra de escala de 50 µm.    
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Figura 25- Quantificação de células polimorfonucleares por campo do tecido auricular 
de camundongos 6 h após a aplicação de óleo de cróton ou óleo de cróton mais 
tratamentos. Cada barra representa a média + EPM (n = 6); #### p <0,0001 mostra 
diferença significativa quando comparado ao grupo naive. ** p <0,01 e **** p <0,0001 
mostram diferença significativa quando comparado ao grupo não tratado. ANOVA uma 
via, seguido pelo teste de Bonferroni. 
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Sabe-se que o OC através de seu principal constituinte, o TPA, é capaz de 

induzir experimentalmente inflamação cutânea em roedores, evidenciada por eritema, 

edema e infiltração de células inflamatórias (STANLEY et al., 1991; PIANA et al., 

2016). O I3C e o DIM são bioativos que vem sendo estudados em função de suas 

atividades biológicas, como antioxidante e anti-inflamatória (EL-NAGA et al., 2014; 

JIANG et al., 2013; KIM, 2009; MARUTHANALIA et al., 2014). Neste experimento, foi 

constatado que tanto os ativos na sua forma livre ou nanoencapsulados foram 

similarmente eficazes (p > 0,05) na redução do edema de orelha e infiltração 

leucocitária. Este resultado pode ser atribuído ao fato de que ativos associados à 

nanocápsulas necessitam de mais tempo para evidenciar seu efeito, uma vez que a 

nanoencapsulação promove um controle na liberação dos ativos.  

O protocolo experimental utiliza 15 mg de formulação, essa quantidade foi 

definida como a quantidade suficiente para cobrir toda a orelha do camundongo. Cabe 

ressaltar que os hidrogéis desenvolvidos em nosso trabalho apresentam 

concentrações diferentes, no entanto, foi aplicada a mesma quantidade por orelha (15 
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mg de formulação). Então, para os hidrogéis de I3C foi aplicada uma dose de 7,5 µg 

do ativo e para os hidrogéis de DIM a dose foi de 15 µg. Apesar da dose de ativo das 

formulações HG-I3C e HG-NC-I3C ser a metade da dose das formulações contendo 

DIM, estas conseguiram inibir o edema de orelha similarmente às formulações HG-

DIM e HG-NC-DIM. Ademais, o efeito anti-inflamatório tópico do hidrogel contendo o 

I3C nanoencapsulado foi semelhante ao controle positivo, no qual foi utilizada uma 

dose superior (15 µg). 

Ainda, cabe mencionar que para solubilização dos ativos, nos hidrogéis HG-

I3C e HG-DIM foi utilizado o solvente orgânico DMSO (10%), o qual é considerado um 

potencializador de penetração (MARREN, 2015), o que pode ter contribuído para um 

rápido efeito antiedematogênico. Sabe-se que os solventes orgânicos têm a 

capacidade de causar rompimento e remoção de lipídios do estrato córneo, 

comprometendo assim a função de barreira da pele. Esta agressão contra o estrato 

córneo pode desencadear a penetração de agentes externos que podem vir a causar 

irritação, alergias e ressecamento (BOUWSTRA e HONEYWLL-NGUYEN, 2002). Isso 

se torna ainda mais preocupante quando se tem uma formulação de uso diário e que 

pode ser utilizado por um maior período de tempo. No estudo de Simon e 

colaboradores (2009), foi demonstrado que a aplicação tópica de DMSO no joelho por 

12 semanas, causou um ressecamento da pele no local aplicado. Foi utilizado DMSO 

na concentração de 2,3 ou 45,5 %, sendo este feito adverso relatado em 3,2 e 11,2 % 

dos voluntários, respectivamente. Por isso, considerando essas possíveis 

inconveniências do DMSO, os hidrogéis HG-I3C e HG-DIM não são considerados os 

mais promissores. 

Por fim, ainda não foram testadas as formulações HG-NC-ORM e HG-NC-OP. 

Será submetido um adendo ao CEUA para solicitar a inclusão destas formulações, 

uma vez que as nanocápsulas brancas podem ter efeito anti-inflamatório devido ao 

potencial anti-inflamatório dos óleos constituintes do núcleo das nanocápsulas, como 

já demonstrado em outro trabalho do grupo (MARCHIORI et al., 2017). 

 

5.10.2 Edema de orelha induzido por radiação UVB 

  

Neste ensaio, utilizamos a radiação UVB para induzir dano inflamatório na 

orelha de camundongos. Após 24h, a radiação UVB aumentou a espessura da orelha 

dos animais, com efeito edematogênico máximo de 87 ± 14 μm, comparado ao grupo 



81 
 

 

naïive (9 ± 3 μm). Todos os hidrogéis testados, com exceção do veículo e do HG-DIM 

reduziram efetivamente o edema de orelha, com inibição máxima de 58 ± 12 %, 61 ± 

8 %, 58 ± 9 % e 57 ± 11 % para HG-I3C, HG-NC-I3C, HG-NC-DIM e acetato de 

dexametasona, respectivamente (figura 26). 

Em 48h após a radiação UVB, o efeito antiedematogênico continuou a ser 

observado apenas para as formulações contendo os ativos nanoencapsulados, HG-

NC-I3C (inibição máxima de 31 ± 6 %) e HG-NC-DIM (inibição máxima de 33 ± 8 %), 

demonstrando que esses sistemas contribuem para uma modificação no perfil de ação 

in vivo. Esse prolongamento do efeito pode estar associado com a capacidade das 

nanocápsulas ficarem retidas nos folículos pilosos, que atuam como um reservatório 

de nanopartículas, liberando gradativamente o ativo nanoencapsulado. Ademais, nos 

estudos de permeação cutânea foi verificado que as formulações contendo os ativos 

nanoencapsulados ficaram retidos significativamente mais no estrato córneo, 

podendo ser liberados aos poucos para a epiderme e assim sucessivamente, e desta 

forma pode se obter um tratamento mais eficaz.  
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Figura 26-  Efeito antiedematogênico tópico dos hidrogéis na inflamação cutânea 
induzida pela radiação UVB. Todas as formulações (15 mg/orelha) foram aplicadas 
imediatamente após a irradiação. O edema de orelha foi avaliado em 24, 48 e 72 h 
após a irradiação. Cada barra representa a média + EPM (n = 6); ###p < 0,001 mostra 
diferença significativa quando comparado ao grupo naïve. ***p < 0,001 e *p < 0,05 
mostra diferença significativa quando comparado ao grupo não tratado. ANOVA uma 
via com medida repetida, seguido pelo teste de Bonferroni. 
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Através da análise histológica (figura 27) foi verificada a capacidade dos 

hidrogéis em reduzir a infiltração de leucócitos no tecido inflamado, 24 h após a orelha 

direita dos animais ser submetida à radiação. A radiação UVB aumentou a infiltração 

de células inflamatórias (73 ± 4 células polimorfonucleares/campo), quando 

comparada ao grupo naïve (25 ± 1 células polimorfonucleares/campo). Todos os 

hidrogéis testados, com exceção do veículo, reduziram a infiltração de células 

inflamatórias (45 ± 2, 35 ± 4, 42 ± 4, 41 ± 5 células polimorfonucleares/campo para 

HG-I3C, HG-NC-I3C, HG-DIM e HG-NC-DIM, respectivamente) quando comparado 

com o grupo não tratado (UVB). Estes efeitos foram semelhantes aos apresentados 

pelo controle positivo, acetato de dexametasona (37 ± 1 células 

polimorfonucleares/campo), conforme pode ser observado na figura 28. 
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Figura 27- - Efeito das formulações semissólidas aplicadas topicamente na infiltração 
de células inflamatórias induzida pela radiação UVB. Fotomicrografia de luz 
representativa da orelha dos camundongos 24 h após a irradiação ou irradiação + 
tratamentos (coloração hematoxilina-eosina, objetivas de 20x e 40x). As setas indicam 
as células polimorfonucleares. A: naïve; B: UVB; C: UVB + veículo; D: UVB + HG-I3C; 
E: UVB + HG-NC-I3C; F: UVB + HG-DIM; G: UVB + HG-NC-DIM; H: UVB + acetato 
de dexametasona 1,0%. Barra de escala de 50 µm.    
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Figura 28- Quantificação de células polimorfonucleares por campo do tecido auricular 

de camundongos 24 h após a irradiação mais tratamentos. Cada barra representa a 

média + EPM (n = 6); ### p <0,001 mostra diferença significativa quando comparado 

ao grupo naive. ** p <0,01 e *** p <0,001 mostram diferença significativa quando 

comparado ao grupo não tratado. ANOVA uma via, seguido pelo teste de Bonferroni. 
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As principais consequências da exposição inadequada à radiação ultravioleta 

são inflamação de pele, imunossupressão e desenvolvimento de estresse oxidativo 

(AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005). O edema é reconhecido como o primeiro sinal e 

um marcador de inflamação da pele, resultando primeiramente do aumento da 

permeabilidade vascular e proliferação dos queratinócitos epidérmicos (MEDZHITOV 

2008; XU et al., 2016). Demonstramos aqui que, em 24 h após a radiação UVB, as 

fomulações semissólidas HG-I3C, HG-NC-I3C e HG-NC-DIM reduziram o edema de 

orelha induzido pela radiação UVB, sugerindo que essas formulações podem inibir 

algumas respostas inflamatórias da pele causadas pela exposição à radiação UVB. 

Em 48 h após a radiação UVB, foi verificado um prolongamento do efeito 

antiedematogênico somente para os hidrogéis contendo os ativos nanoencapsulados. 

Com base no efeito prolongado obtido pelos hidrogéis contendo as nanocápsulas, é 



86 
 

 

possível propor aplicações menos frequentes, o que facilitaria a adesão dos pacientes 

ao tratamento e reduziria os custos associados ao mesmo. 

Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com outros estudos que 

relataram propriedades anti-inflamatória promissoras destes bioativos (JIANG et al., 

2013; KIM et al., 2010). No estudo de Jiang e colaboradores (2013), a ação anti-

inflamatória do I3C foi dada pela inibição da liberação do TNF-α e IL-1β, bem como 

de outras citocinas pró-inflamatórias. Também já foi demonstrado que este bioativo é 

capaz de reduzir a expressão da enzima pró-inflamatória, iNOS (ROSTOKA et al., 

2010). Desta forma, o I3C pode ser considerado um agente anti-inflamatório 

promissor. 

A atividade anti-inflamatória promovida pelo DIM pode estar atribuída à inibição 

da via transcricional inflamatória NF-ĸB, como já foi relatado anteriormente (DONG et 

al., 2010; KIM et al., 2010; MARUTHANALIA et al., 2014). Em células não estimuladas, 

o dímero NF-ĸB é encontrado no citoplasma celular na forma inativa, devido a sua 

associação com proteínas inibitórias da família IĸB. Estímulos inflamatórios induzem 

a fosforilação e consequente degradação proteossomal do IĸB, o que permite que o 

NF-ĸB seja translocado para o interior do núcleo celular e ative a transcrição gênica 

de mediadores e enzimas relacionados à inflamação. Desta forma, inibidores desta 

via transcricional inflamatória podem ser úteis como agentes anti-inflamatórios 

(CHANG et al., 2012; TAK, FIRESTEIN, 2001; ISRAËL, 2010). Além do mais, já foi 

relatado que a aplicação tópica de uma solução de DIM foi capaz de inibir em 41% a 

formação do edema, provocado pela aplicação tópica de TPA. Esse resultado foi 

atribuído à inibição da ativação do NF-κB, a qual suprimiu a expressão de enzimas 

pró-inflamatórias, incluindo COX-2 e iNOS (KIM et al., 2010). 

Apesar dos dois bioativos terem sido eficazes na redução do edema e 

infiltração leucocitária, da mesma forma que no experimento do OC, neste ensaio, foi 

aplicada uma dose de 7,5 µg de I3C e para os hidrogéis de DIM a dose foi de 15 µg. 

Apesar da dose de I3C ser a metade da dose das formulações contendo o DIM, estas 

conseguiram inibir o edema similarmente. Por fim, será submetido um adendo para o 

CEUA para solicitar a inclusão das formulações HG-NC-ORM e HG-NC-OP, uma vez 

que as nanocápsulas brancas podem ter efeito anti-inflamatório, conforme 

mencionado anteriormente. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Neste trabalho foram desenvolvidos hidrogéis contendo nanocápsulas de I3C 

e DIM, os quais apresentaram características físico-químicas adequadas para 

a aplicação cutânea;  

 Os hidrogéis apresentaram comportamento de fluxo não-newtoniano 

pseudoplástico; 

 A nanoencapsulação dos ativos levou a uma maior retenção na epiderme, 

camada alvo para o tratamento de doenças inflamatórias de pele;  

 Através do ensaio HET-CAM, as formulações demonstraram ser não-irritantes; 

 Os hidrogéis contendo as nanocápsulas de I3C possibilitaram um aumento na 

fotoestabilidade deste ativo frente à luz UVC; 

 A nanoencapsulação do I3C potencializou a capacidade sequestradora de 

radicais livres; 

 No modelo de dermatite de contato todas as formulações foram eficazes na 

redução do edema e infiltração leucocitária, apresentando resultado similar à 

dexametasona; 

 No modelo da radiação UVB, em 24 h a nanoencapsulação manteve o efeito 

anti-inflamatório, e ainda prolongou este efeito até 48 h, enquanto que os 

hidrogéis contendo os ativos livres e a dexametasona perderam seu efeito. 

 

Em vista disso, os hidrogéis contendo I3C e DIM nanoencapsulados 

representam uma promissora opção terapêutica para o tratamento de desordens 

inflamatórias de pele. O prolongamento do efeito anti-inflamatório obtido pelas 

nanocápsulas, possibilita propor aplicações menos frequentes, o que facilitaria a 

adesão ao tratamento.  
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ANEXOS 

ANEXO A: Carta de aprovação do projeto de pesquisa pela Comissão de Ética em 

Pesquisa – Plataforma Brasil para a realização do experimento de permeação 

cutânea. 
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Anexo B: Carta de aprovação do projeto de pesquisa pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) para a realização dos 

experimentos em camundongos. 
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