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RESUMO

HIDROGEIS DE GOMA DE ALFARROBA CONTENDO COMPOSTOS INDOLICOS
NANOENCAPSULADOS COM ACAO ANTI-INFLAMATORIA EM DESORDENS
CUTANEAS INDUZIDAS EM CAMUNDONGOS

AUTORA: Laura Minussi Giuliani
ORIENTADORA: Leticia Cruz

A pele esta constantemente sujeita a estimulos externos, como substancias irritantes e
radiacdo ultravioleta do tipo B (UVB), os quais podem desencadear nesta uma resposta
inflamatéria. O indol-3-carbinol (I3C) e o 3-3’-diindolmetano (DIM) sédo obtidos através da
hidrélise da glicobrassicina, presentes em vegetais do género Brassica, e ja foram relatados
seus efeitos anti-inflamatérios. No entanto, apresentam limitagdes fisico-quimicas que
dificultam seu emprego terapéutico. Desta forma, em estudos realizados em nosso grupo de
pesquisa, foram desenvolvidas suspensfes de nanocapsulas contendo I13C ou DIM. A
nanotecnologia, no ambito da aplicacao tdpica, tem proporcionado inimeros beneficios, tais
como: modulacdo da permeacdo/penetracdo/retencdo de substancias no tecido cutaneo.
Visando a aplicacdo cutanea, essa dissertacdo objetivou desenvolver hidrogéis para veicular
nanocapsulas contendo I3C ou DIM e verificar seu potencial frente a dois modelos de
inflamacdo cutanea. Os hidrogéis foram preparados a partir do espessamento das
suspensdes de nanocapsulas com a goma de alfarroba (3%). As formulagcbes desenvolvidas
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para aplica¢do cutanea, mantendo o
tamanho nanométrico na faixa de 138-231 nm (espectroscopia de correlacdo de fétons), teor
de ativos préximo ao valor teorico (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 nao-newtoniano pseudo-plastico (viscosimetro rotacional). Para os
estudos de liberacéo dos ativos a partir dos hidrogéis e permeacao cutdnea em pele humana
utilizou-se células de Franz. A liberacao in vitro demonstrou que as nanocapsulas conseguem
deixar facilmente a base semissoélida, enquanto que o estudo de permeacdo cutanea
evidenciou que a nanoencapsulacao promoveu uma maior retencdo dos ativos no estrato
cbrneo e epiderme, sugerindo assim que o estrato cérneo pode funcionar como depdsito para
liberacdo gradual destes. A avaliacdo do potencial de irritacdo pelo método de HET-CAM
indicou auséncia de hemorragia, coagulacdo ou lise dos vasos presentes na membrana,
demonstrando que as formulagbes sdo consideradas ndao-irritantes. Ainda, a
nanoencapsulacéo protegeu o I3C da fotodegradacéo induzida pela radiacdo UVC. Por fim,
avaliou-se o desempenho das formulagdes em dois modelos in vivo de inflamagéo cuténea,
um induzido pelo 6leo de créton e outro pela radiagdo UVB. No modelo do 6leo de croton,
tanto os hidrogéis contendo as nanocapsulas, quanto as respectivas formulagdes contendo
os ativos livres foram capazes de atuar reduzindo expressivamente o edema de orelha e as
células inflamatorias. O experimento da radiagdo UVB demonstrou que as formulacdes
contendo os ativos livres ou nanoencapsulados foram eficazes na redugcdo do edema da
orelha de camundongos e infiltragdo de leucocitos em 24 h. Em 48 h, apenas os hidrogéis
contendo os ativos nanoencapsulados mantiveram o efeito antiedematogénico, indicando um
efeito prolongado das nanocapsulas. Assim, pode-se concluir que os hidrogéis desenvolvidos
séo promissores no tratamento de desordens inflamatodrias de pele, modulam a distribuicdo
cutanea dos ativos nas camadas de interesse, além de serem considerados nao-irritantes
para o uso dermatoldgico.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Semissolidos. Indol-3-Carbinol. Administracao
cutanea. Inflamacgéo.



ABSTRACT

LOCUST BEAN GUM HYDROGELS CONTAINING NANOENCAPSULATED
INDOLIC COMPOUNDS WITH ANTI-INFLAMMATORY ACTION IN CUTANEOUS
DISORDERS INDUCED IN MICE

AUTHOR: Laura Minussi Giuliani
ADVISOR: Leticia 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 (I13C)
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, nhanocapsule 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 13C 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 I13C 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.INTRODUCAO

A pele é composta por uma estrutura complexa com diferentes tipos celulares,
sendo a interface com o ambiente externo, uma barreira fisica ao meio ambiente. Ela
esta frequentemente exposta a estimulos como micro-organismos, radiacao
ultravioleta (UV) e a agentes toxicos ou mecéanicos (KHAVKIN; ELLIS, 2011; MANN et
al., 2012). Tais estimulos desencadeiam uma resposta imediata de protecdo ao
organismo, denominada de resposta inflamatdria, cuja finalidade € erradicar o agente
agressor, de forma a evitar sua disseminacdo a outras regides do organismo,
promover o reparo tecidual e restabelecer a homeostasia da pele (BECKER, 1997;
FIRESTEIN, 2004; KOTAS e MEDZHITOV, 2016).

Doencas inflamatorias de pele representam um grupo de desordens cutaneas
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 lesbes eczematosas, causadas por agentes exdgenos
gue podem ser alérgenos ou irritantes, subdividindo-se assim em dermatite de contato
alérgica ou irritante, respectivamente (MOTTA et al., 2011). Dermatite de contato
irritante € a DC mais comum, cerca de 80 % dos casos, desencadeada pela ativacao
da imunidade inata apds 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 exposicéo inadequada a radiacdo UV pode ocasionar efeitos toxicos sobre a
pele, como queimaduras, hiperplasia epidérmica, danos ao DNA, estresse oxidativo e
inflamacdo. Mais especificamente, a radiacdo UVB (290-320 nm) danifica as
macromoléculas biologicas e induz danos inflamatérios na pele, como edema,
eritema, producdo de mediadores pro-inflamatérios e infiltragdo de células
inflamatérias (MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 2015; MATSUMURA et al., 2004).

O tratamento para essas desordens cutaneas consiste na administracdo de
corticosteroides de uso tépico ou sistémico, dependendo da extensdo das lesbes
(MOTTA et al.,, 2011). Embora tenha sua efetividade comprovada, o tratamento
prolongado com corticosteroides pode ocasionar efeitos adversos como atrofia
epidérmica, ressecamento, telangiectasias, erupcdo acneiforme, hipopigmentacéo,
entre outros (CASTRO et al., 2006; CHAVEZ et al., 2013). Neste sentido, a pesquisa
por terapias farmacolégicas mais efetivas e seguras torna-se necesséria, a fim de

melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos por essas doengas.
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Produtos naturais provenientes de fontes vegetais vem sendo estudados para
o tratamento de diversas doencas. Vegetais do género Brassica como brocolis, couve-
flor, repolho e couve de Bruxelas sdo ricos em glicosinolatos, dos quais o principal é
a glicobrassicina, que é hidrolisada pela enzima mirosinase produzindo o indol-3-
carbinol (13C) (HIGDON et al., 2007). Este, por sua vez, em condi¢des acidas sofre
oligomerizacdo e da origem ao 3-3’-diindolmetano (DIM) (BANEERJEE et al., 2011).
Ambos os bioativos apresentam diversas propriedades terapéuticas 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-inflamatéria (DUNG et al., 2010; JIANG et al.,
2013; KIM e PARK, 2018). Em processos inflamatorios, estes bioativos sobressaem-
se pela capacidade de inibir a producao de citocinas pro-inflamatérias (DUNG et al.,
2010; JIANG et al., 2013).

Apesar das potencialidades terapéuticas, tanto o I3C e o DIM sao fotoinstaveis
e apresentam insolubilidade aquosa (LU et al., 2013; WU et al., 2015). Além do mais,
o 13C sofre degradacdo em ambientes acidos (WENG et al., 2008). Uma alternativa a
fim de contornar essas limitagcdes € a incorporacdo em sistemas nanocarreadores.
Neste contexto, as nanocapsulas poliméricas sao consideradas sistemas
promissores, pois sao potencialmente capazes de aumentar a estabilidade de
substancias ativas frente a fatores externos, como a luz ultravioleta (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Estas geralmente sdo constituidas por um
involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso. Recentemente, em NOSso
grupo de pesquisa foi constatado que a associacao do I3C a nanocapsulas de 6leo 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 suspensfes de nanocapsulas fotoestaveis de
Oleo de primula contendo DIM, as quais também foram avaliadas frente ao modelo de
nocicep¢ao e mostraram-se superiores ao DIM n&o nanoencapsulado (MATTIAZZI et
al., 2019). Apesar da conversdo do 13C em DIM em pH &cido, os estudos do nosso
grupo de pesquisa indicaram performances distintas in vivo entre ambos o0s
fitoquimicos quando administrados pela via oral em modelo de nocicepcao.

As nanocapsulas sao obtidas sob a forma de suspensédo aquosa, o que dificulta
sua residéncia sobre o tecido cutaneo e, ao delinear uma estratégia terapéutica para

a administracdo sobre a pele, a incorporacdo das suspensfes em hidrogéis tem
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demonstrado ser uma opcao adequada (MARCHIORI et al., 2017; OURIQUE et al.,
2011). Esta associacao € promissora, uma vez que esses sistemas podem modular a
permeacao/retencaol/liberacdo cutanea de ativos e, ainda, modificar o perfil de
liberacdo do mesmo, favorecendo um efeito mais prolongado (ALVES et al., 2007,
BALZUS et al., 2017; BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). Esta caracteristica
esta intimamente relacionada ao tamanho e estrutura desses nanocarreadores
(BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011; POHLMANN et al., 2016).

Considerando as potencialidades terapéuticas do 13C e do DIM (i), os
resultados promissores demonstrados por esses ativos nanoencapsulados (i) e a
necessidade de se buscar estratégias mais seguras e eficazes para o manejo de
desordens inflamatdrias cutaneas (iii), este estudo teve como objetivo desenvolver
hidrogéis pelo espessamento de suspensdes de nanocapsulas de 13C ou DIM com a
goma de alfarroba, um polissacarideo obtido da semente da alfarrobeira, que possui
propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes (BARAK; MUDGIL, 2014).
Além disso, avaliar o potencial anti-inflamatério das formulagdes frente a dois modelos
de inflamacé&o cutanea, um induzido por agente irritante e outro pela radiacdo UVB.
Cabe ressaltar que até o presente momento ndo foram encontrados relatos sobre a
administracdo cutanea de ambos os ativos, tampouco sobre o desenvolvimento de
hidrogéis e avaliagdo em modelos de desordens cutaneas, destacando o carater

inédito dessa dissertacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver hidrogéis pelo espessamento das suspensdes de nanocapsulas

de 13C ou DIM com a goma de alfarroba, bem como avaliar o potencial de irritagéo in

vitro, a permeacgédo cutanea e o efeito anti-inflamat6rio em modelos in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Preparar hidrogéis contendo nanocapsulas de 13C ou DIM,;
Caracterizar os hidrogéis quanto ao tamanho de particula, indice de
polidisperséo, pH, teor de ativo, espalhabilidade e reologia;

Avaliar a estabilidade preliminar dos hidrogéis;

Determinar o perfil de liberagéo in vitro das nanocapsulas a partir dos
hidrogéis;

Estudar a permeacéao cutanea dos ativos a partir dos hidrogéis utilizando

pele humana;

v
v

v
v

Avaliar o potencial de irritacdo das formulacdes desenvolvidas;

Avaliar a fotoestabilidade do I3C e do DIM associados aos hidrogéis de
base nanotecnoldgica;

Determinar a capacidade antioxidante dos ativos nanoencapsulados;

Investigar in vivo o potencial anti-inflamatério dos hidrogéis

desenvolvidos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 PELE E PROCESSOS INFLAMATORIOS CUTANEOS

A pele (figura 1) € composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme.
A epiderme, a camada mais externa, € constituida por um tecido multiestratificado do
tipo pavimentoso. Essa camada € composta majoritariamente por queratinécitos, mas
também estéo presentes melandcitos, linfocitos T, células de Langerhans e células de
Merkel. A porgdo mais externa da epiderme denomina-se estrato cérneo, o qual é
constituido por células mortas, ricas em queratina, envolvidas por um envelope
lipoproteico e imersas em uma matriz lipidica, apresentando uma espessura de 10 a
20 ym (FREINKEL e WOODLEY 2001; MAKHMALZADE et al., 2018). Abaixo da
epiderme, encontra-se a derme, formada por tecido conjuntivo, onde encontram-se
fibroblastos, fibras colagenas, elasticas e reticulares, vasos sanguineos e terminagcdes
nervosas. Sua estrutura varia ao longo do organismo, sendo superior a da epiderme.
E na derme que se encontram as estruturas anexas da pele, como as glandulas
sudoriparas e sebaceas, bem como o foliculo piloso. Ja a hipoderme, é a camada
mais inferior da pele e € constituida principalmente por adipécitos, tendo como funcdes
basicas a reserva de energia e o isolamento térmico (KHAVKIN; ELLIS, 2011; VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010).

Portanto, a pele é um érgéo de revestimento externo do corpo e desempenha
um papel importante de protecéo, termorregulacéo, resposta imunoldgica, bem como
na manutencado e desenvolvimento de defesa. Por estar na interface com o meio
externo, a pele esta constantemente sujeita a estimulos externos, tais como micro-
organismos patdgenos, agentes mecanicos, agentes quimicos e resposta autoimune
(KHAVKIN; ELLIS, 2011; MANN et al., 2012). Tais estimulos desencadeiam uma
resposta imediata de protecdo, denominada de resposta inflamatodria, cuja finalidade
€ erradicar o agente agressor, de forma a evitar sua disseminacao a outras regides
do organismo, promover o reparo tecidual e restabelecer a homeostasia da pele
(BECKER, 1997; FIRESTEIN, 2004; KOTAS e MEDZHITOV, 2016). A resposta
inflamatdria é caracterizada, clinicamente, por quatro sinais classicos, que incluem
calor, eritema, edema e dor. Porém, uma resposta inflamatoria exacerbada pode
promover uma descompensacao fisiologica, levando a perda de fungéo do tecido e/ou
orgao (CHIU et al., 2012; RANG et al., 2007).
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Figura 1- Representacao da pele, mostrando as trés camadas (epiderme, derme e
hipoderme) e os principais tipos celulares presentes.

@ queratinocitos

\,“i" | fibroblastos

EPIDERME

‘@ mastocitos
A}

&% neutrofilos

macrofagos

L Vasos

terminacoes
nervosas

HIPODERME

Fonte: Adaptado de Freinkeil e Woodley, 2001.

Imediatamente apO0s o estimulo, ocorre uma cascata de eventos como
vasodilatacado e aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de leucocitos, como consequéncia de uma interacdo complexa entre 0s
diferentes tipos celulares residentes no tecido cutaneo e varios mediadores pro-
inflamatorios (NICKLOFF e NESTLE, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
Os mediadores pro-inflamatérios incluem os metabdlitos do acido araquiddnico,
histamina, serotonina, substancia P, citocinas, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas
de oxigénio (EROs) (KUPPER, 1990; MEDZHITQV et al., 2008; SIMMONS, 2006).

Em relacdo ao tecido cutaneo, os queratinécitos, devido a sua localizagao,
constituem a primeira linha de defesa, produzindo citocinas, como as interleucinas
(MANN et al., 2012; WILLIAMS e KUPPER, 1996;). Além dos queratindcitos, outras
células residentes na epiderme e derme, como fibroblastos, células endoteliais,
melandcitos e macrofagos também produzem diversas citocinas mediante um
estimulo, promovendo a mobilizac&o de leucdcitos a partir do sangue e a ativacao de
outras células do tecido cutaneo (KUPPER, 1990; BURBACH et al, 2000). As citocinas
primarias (IL-1 a, IL-1- B e TNF- a) sdo potentes iniciadores do processo inflamatério

e de reparo com ampla atividade bioldgica, incluindo a ativacao de células endoteliais
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e a inducédo de varias citocinas secundarias, algumas delas com acdo quimiotatica e
ativadora de leucécitos (BURBACH et al., 2000; UCHI et al., 2000)

Resumidamente, a exposigao celular as citocinas primarias (IL-1 e TNF-a) leva
a ativacdo de algumas vias de sinalizacdo, como das proteinas quinases e proteinas
guinases ativadas por mitdbgenos, que acarreta na estimulacdo de fatores de
transcricdo nucleares, como o NF-kB e a proteina ativadora-1. Por sua vez, esses
fatores de transcricdo quando ativados induzem a transcricdo génica de diversas
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e enzimas responsaveis pela producdo
de mediadores inflamatorios secundarios como as enzimas 6xido nitrico sintetase
induzivel (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-2) (HEADLAND e NORLING, 2015;
PASCUAL e GLASS, 2006; WINYARD, 2003). Assim, a principal fun¢céo da IL-1 e do
TNF-a, € desencadear a resposta inflamatoéria inata e atuar como uma molécula co-
estimulatoria da resposta imunologica (HEADLAND e NORLING, 2015; LEE, 2013).

Outros mediadores quimicos também desempenham um papel muito
importante durante o processo inflamatério cutédneo. As prostaglandinas e os
leucotrienos modulam eventos como aumento da permeabilidade vascular e
vasodilatacao, contribuindo assim na formacdo do edema e na adesdo e passagem
dos neutroéfilos e mondcitos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A histamina,
por sua vez, quando liberada pelos mastocitos, atua na constricdo do musculo liso, na
vasodilatacdo, no aumento da permeabilidade vascular e prurido (RANG et al, 2007).
A principal funcéo da inflamacao é eliminar os agentes invasores e remover o tecido
danificado para restabelecer a homeostasia tecidual, para isso, a acédo das células
fagociticas é crucial (DEBENEDICTIS et al., 2001; HEADLAND e NORLING, 2015).

Assim, no estado fisiolégico normal, a resposta inflamatoria é rapida e protege
frente a possiveis danos. No entanto, com a persisténcia do processo inflamatério por
semanas, meses Ou em casos mais graves até anos, este processo pode se cronificar,
desencadeando assim doencas inflamatorias cronicas (LAWRENCE; GILROY, 2007).
Diversas doencas de pele, incluindo a psoriase e a dermatite de contato, estédo
associadas com um desequilibrio das respostas imunes, levando ao desenvolvimento
de processos inflamatorios cronicos de pele (MEDZHITQV et al., 2008).

As doencas inflamatérias cutaneas como dermatites, eczemas e psoriase, se
caracterizam por alteracfes cutaneas que conferem um aspecto desagradavel a 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 doencgas inflamatérias cutdneas ndo envolvem
necessariamente o mesmo perfil e 0 mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN, 2004;
LEUNG et al., 2004).

A dermatite de contato (DC) é um processo inflamatério decorrente da
exposicao a irritantes ou alérgenos de baixo peso molecular (BONNEVILLE et al.,
2007). E caracterizada por eritema, papulas e vesiculas, seguida de ressecamento e
descamacdo. A DC mais comum é a dermatite de contato irritativa, cerca de 80% dos
casos, sendo causada pela acdo direta da substancia quimica ou fisica irritante na
epiderme, causando assim danos aos queratindcitos e eventual necrose (EBERTING
etal., 2014; MOTTA et al., 2011). Seu aparecimento € predominante nas maos, dedos
e face. Os queratindcitos lesados liberam mediadores inflamatoérios néo especificos e
fatores quimiotaticos. Estes mediadores causam dilatacdo dos vasos da derme
(eritema), levando a extravasamento de plasma na derme (edema) e na epiderme
(bolha) e infiltrados de varias células (MOTTA et al., 2011).

A pele estd constantemente exposta a radiacdo UV que também pode
desencadear resposta inflamatoria na pele. Quando a radiacdo incide sobre a pele, o
DNA das células pode sofrer uma acao direta, formando fotoprodutos caracteristicos
da quebra de suas cadeias, ou indireta, através de EROs que podem produzir mais
clivagens no DNA, ligacfes cruzadas entre DNA e outras proteinas, alteracdes em
nucleotideos, etc (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; MAVERAKIS et al., 2010;
SVOBODOVA; WALTEROVA; VOSTALOVA, 2006). Mais especificamente, a
radiacdo UVB que abrange os comprimentos de onda na faixa de 290-320 nm, € a
radiacdo mais prejudicial que atinge a Terra, e € principalmente absorvida pela
epiderme. Sabe-se que a radiacdo UVB é capaz de danificar as macromoléculas
biologicas e induzir danos inflamatérios na pele, como edema, eritema, producéo de
mediadores pro-inflamatérios e infiltracdo de células inflamatdrias, (AFAQ; ADHAMI,
MUKHTAR, 2005; MATSUMURA et al., 2004; MARIONNET; TRICAUD; BERNERD,
2015). Também é responsavel por causar queimaduras solares e esta relacionada as
fases de iniciacdo e promocéao do cancer de pele, bem como ao fotoenvelhecimento
(KIM e HE, 2014; MATSUMURA et al., 2004).

No que diz respeito ao tratamento destas doencas, 0 mesmo ainda € bastante
dificultoso, devido a fatores como: baixa penetracdo dos farmacos na pele, elevada
toxicidade, além da complexidade do tratamento, o que dificulta a adeséo do paciente
ao mesmo (FELDMAN et al., 2008; KATARE et al., 2010). Os farmacos mais utilizados
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para o tratamento destas patologias sdo os corticosteroides, podendo ser de uso
topico ou sistémico, dependendo da extensdo da area afetada (MOTTA et al., 2011).
Os corticosteroides topicos atuam como agentes anti-inflamatérios, inibindo a
atividade de células dendriticas e dos linfocitos e impedem a formacdo de
interleucinas. Controlam os sintomas cardinais como o prurido e lesbes eczematosas,
mas podem apresentar efeitos adversos especialmente locais como: atrofia cutanea,
estrias, telangiectasias, purpura e erupcdes acneiformes (CASTRO et al., 2006).
Neste sentido, faz-se necessério o estudo de novas moléculas efetivas no tratamento

de doencas inflamatdrias cutédneas e com efeitos adversos reduzidos.

3.2 COMPOSTOS INDOLICOS: INDOL-3-CARBINOL E 3,3'-DIINDOLMETANO

A maioria dos farmacos utilizados na clinica € de origem natural como de
plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias, ou foram obtidos por
sintese quimica planejada a partir de produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI, 2009).
O ndcleo indol representa uma das mais abundantes e importantes subunidades
estruturais para a descoberta de novos farmacos (ALVES et al., 2009).

Os alcaloides inddlicos sao substancias organicas heterociclicas aromaticas
gue tem uma estrutura biciclica, consistindo de um anel benzénico acoplado a um anel
de pirrol, como representado na figura 2. Estes compostos vém despertando o
interesse de pesquisadores ha diversos anos, devido a sua variedade de

caracteristicas biolégicas e propriedades farmacolégicas (KUMAR et al, 2015).

Figura 2- Estrutura quimica do anel indol.

Fonte: Adaptado de Chemspinder. Disponivel em: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.776.htm
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Diversos medicamentos disponiveis no mercado sdo derivados inddlicos, um
exemplo bem conhecido, é a indometacina, um farmaco anti-inflamatério néo-
esteroide que reduz a febre, a dor e a inflamacgéo. Outro exemplo € a ondasetrona,
bastante utilizada para a supressdo de nauseas e vOmitos causados pela
quimioterapia (SHARMA; KUMAR; PATHAK, 2010). Os compostos inddlicos séo
naturalmente encontrados em muitas plantas, mas particularmente associados com
vegetais cruciferos (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2011). Este grupo apresenta um
amplo espectro de atividades, tais como analgésica, anti-inflamatdria, bactericida,
estrogénica, estimulante e depressora do sistema nervoso central, dentre outras
(SHARMA; KUMAR; PATHAK, 2010). Devido a tematica deste trabalho, os ativos
indol-3-carbinol e o 3-3’-diindolmetano seréo abordados mais detalhadamente a
sequir.

Vegetais do género Brassica, tais como: brocolis, repolho, couve-flor, nabo e
couve de Bruxelas sédo ricos em glicosinolatos, dos quais a glicobrassicina é
hidrolisada pela enzima mirosinase, quando 0s vegetais sao picados ou mastigados,
produzindo um isotiocianato instavel, que se degrada a um composto bioativo o indol-
3-carbinol (I13C) (AGGARWAL; ICHIKAWA, 2005; HIGDON et al., 2007). Este, em
ambientes acidos, sofre oligomerizacdo e forma uma mistura de compostos, sendo
gue o maior produto de condensacdo € conhecido como 3-3’-diindolmetano (DIM)
(BANEERJEE et al., 2011). Esta sequéncia de reacfes que da origem a estes ativos

esta representada na figura 3.



23

Figura 3- Sequéncia de reac¢des quimicas que d& origem ao 13C e DIM.
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Fonte: Adaptado de http:/Ipi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/indole-3-

carbinol#metabolism-bioavailability>

O I13C possui uma massa molecular de 147,18 g/mol, sendo praticamente
insoluvel em agua, mas apresenta solubilidade em solventes organicos. No Brasil, €
comercializado sob a forma de capsulas, em dosagens de 100 a 400 mg. Este ativo
ja vem sendo estudado, h& diversos anos, tanto isoladamente ou associado a outros
agentes terapéuticos no tratamento e/ou prevencao de diferentes tipos de cancer,
como o de mama (TIN et al.,, 2014), ovario (TAYLOR-HARDING et al., 2012),
melanoma (POINDEXTER et al., 2016), dentre outros.

A acdo antitumoral do 13C pode ser atribuida a sua capacidade em agir como
um potente indutor da apoptose, reduzindo os genes anti-apoptoticos (Bcl-2 e Bcl-XL)
e aumentando os genes pro-apoptoticos (Bax). Além disso, este composto pode ativar
as caspases-9 e -3 (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2011), que sdo essenciais na
ocorréncia da morte celular. Este fitoquimico também pode promover a parada do ciclo
celular, inibir a invaséo do tumor e a ocorréncia de angiogénese, bem como interferir
na reparacao do DNA e atuar na metabolizacdo do hormbnio estrogénio (HIGDON et
al., 2007; SAFE; PAPINENI; CHINTHARLAPALLI, 2008; WENG et al., 2008).
Ademais, o 13C pode atuar como um eliminador de radicais livres, o que também pode

explicar sua agdo em processos cancerigenos e inflamatorios (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-inflamatéria do 13C foi relatada no estudo de Jiang e
colaboradores (2013), no qual foi demonstrado que em células de macrofagos
ativados por lipopolissacarideos (LPS), o I3C inibiu o aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatérias como, NO, IL-1B e IL-6 pela via de sinalizacdo TRIF-
dependente. Também foi capaz de diminuir a infiltracdo de células imunes e citocinas
pré-inflamatérias em modelo animal de lesdo pulmonar aguda, sugerindo assim, que
o 13C possui potenciais terapéuticos para o tratamento de doencas inflamatorias.

Ainda, em um modelo de depresséao induzido por clonidina, o I3C administrado
na dose de 50 mg/kg foi capaz de reverter o quadro de depressao, o que foi atribuido
a sua acdo anti-inflamatéria, na qual reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatérias.
Sabe-se que estas citocinas estimulam indiretamente os macréfagos a liberarem
EROs, e consequentemente induzir o estresse oxidativo (RADWIN et al., 2013). O 13C
também atuou como antioxidante, através do aumento da expressao das enzimas
glutationa e superoxido dismutase, além da diminuicdo da peroxidagéo lipidica (EL-
NAGA et al., 2014). Esses resultados corroboram outros trabalhos que ja haviam
demonstrado a acao antioxidante do I3C, através da neutralizacdo de radicais livres
(WU e LI, etal., 2013).

O aumento da producédo de NO tem sido associado ao estresse oxidativo e
patologias como a inflamacao. O 13C foi capaz de suprimir a expressao da enzima
INOS em células de Kupffer e hepatdcitos, reduzindo assim a producédo de NO. Além
do mais, em analises morfoldgicas, foi verificado que o 13C protegeu o figado e o
tecido cerebral de ratos frente a mudancas degenerativas induzidas por LPS,
ratificando seu potencial anti-inflamatério (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 lipofilico, apresenta pouca solubilidade nos
fluidos biolégicos, acarretando em uma baixa biodisponibilidade (1-3%) apés a
administracao oral (WU et al., 2015). No Brasil € encontrado em farmacias magistrais
na forma de capsulas, em doses de 25 a 200 mg, podendo ser administrado duas
vezes ao dia. Sendo indicado como quimiopreventivo e antienvelhecimento.

Nos ultimos anos, pesquisadores buscaram elucidar os mecanismos pelo quais
o DIM atua no organismo. Alguns estudos na literatura relatam que o DIM pode reduzir
0 estresse oxidativo, através da estimulacdo da expressao génica que conduz a
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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sinalizagdo fator nuclear kappa-B (NF-kB), diminuindo a expressao de genes na
inflamacédo, e ainda, interferir em diferentes vias de sinalizacdo que regulam o
processo inflamatério e carcinogénico (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 reducao na
expressdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1 e NO), e atenuacao do inchaco
(edema) do tornozelo causado pela inflamacdo. Além do mais, em imagens
histolégicas, a indugdo de artrite promoveu a invasao de células inflamatorias e
hiperplasia do tecido sinovial, enquanto que o0s animais tratados com DIM
demonstraram uma reducao drastica dessas alteracdes patoldgicas (DUNG et al.,
2010). Sendo assim, o DIM foi considerado promissor para o tratamento de doencas
inflamatorias, como a artrite.

No que diz respeito a aplicacdo topica, Kim e colaboradores em 2010,
avaliaram o efeito anti-inflamatorio 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 formacédo do edema. Ainda, afim de elucidar o mecanismo da diminui¢cdo da
inflamacao, 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 atribuidos a inibicdo da ativacdo do NF-kB. Sendo assim, o DIM
apresenta potencial para ser utilizado como anti-inflamatdrio em desordens cutaneas.

Apesar das potencialidades destes ativos, a utlizacdo como forma
farmacéutica final é dificultada pelas suas propriedades fisico-quimicas limitadas. O
I3C é altamente instavel, em condi¢des acidas, sendo facilmente convertido em uma
série de compostos poliaroméaticos, sendo o DIM um destes produtos (AGGARWAL,;
ICHIKAWA, 2005; WENG, et al, 2008). Ambos apresentam insolubilidade aquosa, o
gue compromete a sua dissolucéo nos fluidos biologicos (WU et al., 2015). Além do
mais, sao suscetiveis a degradacédo frente a radiacéo ultravioleta ou qualquer outro
ambiente oxidativo (LUO et al., 2013). Por estes motivos, estudos recentes tém
demonstrado a associagcao destes compostos em sistemas nanoestruturados, afim de
melhorar a estabilidade e a performance destes ativos. Na tabela 1 encontram-se

alguns trabalhos utilizando a nanoencapsulacédo do I3C e do DIM.



Tabela 1- Estudos que apresentam o desenvolvimento de nanossistemas contendo I3C e/ou DIM.
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Ativo Nanossistema Caracteristicas Performance Referéncia
I3C e DIM NPs de zeinacomou  Tamanho na faixa de 89-252 Melhora da estabilidade frente Luo et al.,
sem revestimento de nm, EE de 63-78 %, teor de a degradacéo térmica e luz 2013
carboximetilquitosana ativo de 50 ug/mL e PZ de ultravioleta, além do controle
-9,98 a-19,80 mV na liberacdo dos ativos
DIM NPs de Pluronic® F-127 Teor de DIM de 3 mg/mL Aumento na biodisponibilidade Kiselev et al.,
oral em ratos e aumento da 2013
solubilidade aparente em H>-O
13C Lipossomas Tamanho médio de 664,4 Aumento da liberac&o no local Song et al.,
nm, PZ de -6,7 mV, EE de alvo (pulméo) e menor 2014
7,9 % formacéo de DIM
13C NPs de ouro Tamanho médio de particula Aumento do efeito apoptético Pradhan et
de 7 nm, PZ de -18,8 mV e in vitro das células de al., 2016
Teor de 0,05 mg/mL carcinoma de Ehrlich
DIM NPs de quitosana N&o apresentaram 0s Diminuicdo no nimero e Isabella e
resultados de caracterizacdo  volume de tumores de mama Mirunalini,
em ratas, devido a liberacao 2017
sustentada no tecido
DIM NPs de PLGA Tamanho médio de 27-87 nm,  Aumento da biodisponibilidade = Bhowmik et
modificadas PZ aproximadamente 65 mV, EE e acumulo seletivo no sitio al., 2017
de 75 % e teor de 7,2 % tumoral

NPs: nanoparticulas; PLGA: poli (D,L-lactideo-co-glicolideo)
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Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidas
nanocapsulas contendo I13C, utilizando o Eudragit® RS100 como polimero e o dleo de
rosa mosqueta como nucleo oleoso. Este trabalho demonstrou a viabilidade do
preparo dessas formulacfes, que apresentaram como caracteristicas tamanho médio
de particula em torno de 200 nm, potencial zeta de +10,47 mV, eficiéncia de
encapsulacdo de 44% e concentracdo de I13C de 0,5 mg/mL. Essas nanocapsulas
foram capazes de fotoproteger o ativo frente a radiagdo UVC. Também foi
demonstrado, pela primeira vez, o efeito antinociceptivo deste fitoquimico, em um
modelo in vivo. Além disso, as nanocapsulas prolongaram este efeito em até 6 h,
enquanto que o I3C nao-nanoencapsulado, perdeu seu efeito entre 1 e 3 h,
demonstrando que esses nanossistemas contribuem para uma melhora no perfil de
acao in vivo deste ativo (GEHRCKE et al., 2018).

Também em nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas nanocépsulas
fotoestaveis de etilcelulose e 6leo de primula contendo o DIM. Essas formulacdes
apresentaram tamanho médio de 160 nm, potencial zeta de aproximadamente -5,9
mV, eficiéncia de encapsulacdo de 97 %, e teor de DIM de 1 mg/ mL. A
nanoencapsulacao deste bioativo proporcionou uma liberacéo controlada (MATTIAZZI
et al., 2019). No modelo in vivo de nocicepc¢do, o DIM apresentou efeito nas duas
fases (neurogénica e inflamatoria), sendo que a sua nanoencapsulacao foi capaz de
antecipar e prolongar esse efeito por mais 4 h (dados ainda ndo publicados).
Comparando-se os resultados dos dois trabalhos do nosso grupo de pesquisa, pode-
se constatar que o 13C apresentou efeito somente na fase de inflamacéo, enquanto
gue o DIM promoveu efeito antinociceptivo em ambas as fases, demonstrando que
estes bioativos podem atuar por mecanismos distintos.

Ja foi relatado que no trato gastrointestinal o 13C sofre oligomerizacéo e forma
uma série de compostos, sendo o DIM o produto de condensacdo mais abundante
(BANEERJEE et al., 2011). No entanto, com base nos resultados de nosso grupo, foi
verificado que o I13C e o DIM apresentaram performances distintas in vivo quando

administrados pela via oral em modelo de nocicepcao.

3.3 NANOCAPSULAS E APLICACAO CUTANEA

7

A nanobiotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar que vem despertando o

interesse de pesquisadores e industrias farmacéuticas pelas vantagens que
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proporciona aos ativos incorporados, devido especialmente ao seu tamanho reduzido
(< 1 um) e a elevada area superficial. Inameros trabalhos cientificos descrevem os
beneficios da nanotecnologia na terapéutica, sendo dado maior foco ao tratamento de
cancer, doencas inflamatorias, neuroldgicas, cardiovasculares e ao combate do virus
HIV (DIMMER, 2013; MOTTALEB et al., 2014).

O termo nanoparticulas poliméricas engloba nanocapsulas e nanoesferas, que
diferem entre si pela composicao e organizagao estrutural (figura 4). As nanocapsulas
sdo sistemas vesiculares, compostos por um nucleo, geralmente oleoso, circundado
por uma parede polimérica, nas quais o farmaco pode estar dissolvido no nucleo e/ou
adsorvido no material polimérico. Ja as nanoesferas sdo sistemas matriciais onde o
farmaco pode estar disperso e/ou adsorvido na parede polimérica (DIMER et al, 2013;
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As principais vantagens atribuidas a
esses nanocarreadores sédo o tamanho reduzido e a capacidade de veicular moléculas
hidro e lipofilicas, além de proporcionar protecdo fisico-quimica, modulacdo da
liberacdo, melhora da solubilidade e diminuicdo da toxicidade de farmacos (CONTRI
etal., 2014; FONTANA et al., 2009; PEREZ-HERRERO et al., 2015). As nanocapsulas
no que diz respeito a protecdo de substancias labeis, mostram-se bastante
promissoras. Além do material polimérico, o qual pode atuar como uma barreira fisica
aos fatores externos, esses sistemas possuem em sua estrutura um nucleo oleoso,
gue dependendo da sua composicao, pode conferir uma maior protecao a substancia
encapsulada (GEHRCKE et al., 2018; MATTIAZZI et al., 2019).

As vantagens que as nanoparticulas apresentam podem ser exploradas de
acordo com a doenca, com a via de administracdo e com base na escolha de seus
constituintes. Os polimeros podem ser de origem natural, semissintética ou sintética
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dentre os polimeros, esta o Eudragit®
RS 100 (figura 5), um material bastante empregado para obtencdo de formas
farmacéuticas de liberacdo prolongada devido a sua insolubilidade nos meios
fisiologicos, independente do pH (NIKAM et al., 2011). Ainda, o Eudragit® RS 100, por
ser catiénico, pode levar a obtencdo de nanoparticulas bioadesivas (CONTRI et al.,
2012; DALCIN et al.,, 2014), aumentando assim o tempo de permanéncia da
substancia ativa sobre a pele, podendo levar a reducdo de dose e da frequéncia de
aplicacdo (SAHU et al., 2013).
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Figura 4- Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 5- Estrutura do Eudragit® RS100.
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Fonte: Adaptado de Domingues et al., 2008.

Outro polimero bastante utilizado na preparacéo de sistemas nanoestruturados
€ a etilcelulose (figura 6), que € obtida pela etoxilacdo da celulose. Por ser derivada
de um polissacarideo vegetal € considerada biocompativel, além de ser
organossolivel e n&o-ibnica. E utilizada como excipiente em diversas formas
farmacéuticas e vem sendo relatada no preparo de nanoformulacdes para entrega
pulmonar, tépica e oral, permitindo o controle da liberacéo 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 nanocdpsulas de nudcleo oleoso, outro constituinte
importante € o 6leo, que pode ser de origem sintética como os triglicerideos de cadeia
média, ou natural como o 6leo de semente de uva, 6leo de améndoas doces
(ALMEIDA et al, 2009), 6leo de romad (MARCHIORI et al., 2017), 6leo de coco
(SANTOS, 2012), entre outros. Os 6leos de origem vegetal tém atraido o interesse
por possuirem propriedades terapéuticas que podem vir a potencializar o desempenho
das formulagdes. O 6leo de rosa mosqueta (ORM) é obtido das sementes da planta
Rosa aff. Rubiginosa, sendo rico em acidos graxos insaturados e poli-insaturados,
acido 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 inibic&o do radical DPPH. Ainda, o ORM apresenta propriedades de
regeneracdo da pele, diminuindo feridas e aumentando a cicatrizacdo tecidual
(SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009).

O Oleo de primula € extraido da planta Primula veris L. (Primulaceae), nativa
de paises do hemisfério norte, mais especificamente Europa e oeste da Asia
(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 doencas respiratorias, gastrite
e gota, além de apresentar efeito sedativo, diurético e anti-inflamatério (GHEDIRA,
GOETZ, 2013; OKRSLAR et al., 2007;).

As nanoparticulas podem ser preparadas por diferentes métodos que, de uma
forma geral, podem ser classificados em métodos baseados na polimerizacao in situ
de monbmeros dispersos, na precipitacdo de polimeros pré-formados (como:
nanoprecipitacdo, emulsificacdo-difusdo, deposicao interfacial) ou por métodos que
empregam polimeros naturais, como a gelificacdo iénica (SOLANKI, 2017). Um dos

meétodos mais usuais para a preparacao nanocapsulas, explorado neste trabalho, é a
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deposicao interfacial do polimero pré-formado (POHLMANN et al.,, 2016;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

O meétodo de deposicdo interfacial do polimero pré-formado consiste
basicamente em verter uma fase organica, que é composta por solvente miscivel com
a agua (acetona ou etanol), o polimero, o 6leo, um tensoativo de baixa hidrofilia e o
farmaco, em uma fase aquosa contendo um tensoativo de alta hidrofilia (FESSI et al.,
1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A formacdo das nanocépsulas
acontece instantaneamente, enquanto ocorre a difusédo do solvente pela fase aquosa,
e o polimero, insolivel na fase oleosa, precipita na interface dos componentes
imisciveis. Finalmente, o solvente organico é eliminado sob presséo reduzida, levando
a formacao de uma suspensdao coloidal. Este método leva a obtencdo nanocapsulas
com diametro médio normalmente entre 150 a 500 nm (JAHANGIRI et al., 2018;
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Em relacdo a aplicacéo topica de nanocapsulas, estas tendem a manter a sua
integridade estrutural, o que pode ocasionar um deposito sobre a superficie da
camada cérnea, ou ainda em sulcos ou poros, ao contrario de nanocarreadores
lipidicos que muitas vezes perdem sua organizacao estrutural devido a interacées com
os lipideos da pele (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011). Devido a elevada area
superficial e & natureza de seus componentes, as hanocapsulas mantem um contato
intimo com o estrato cérneo, conseguindo aumentar seu tempo de residéncia sobre a
pele, prolongando assim o efeito terapéutico, de modo que se pode diminuir até
mesmo a frequéncia de aplicacdo, além de conferirem protecéo fisico-quimica ao ativo
(ALVES et al., 2007; DIANZANI et al., 2014; MELERO et al., 2014).

A penetracdo/permeacao de ativos através da pele ocorre por difusdo passiva
por duas diferentes rotas: transepidérmica, a qual inclui as microvias transcelular
(através dos cornedcitos) e intercelular (através dos espacos entre 0os cornedcitos), e
apéndices cutaneos, o qual se refere a passagem através dos foliculos pilosos e
glandulas sebaceas e sudoriparas, conforme ilustrado na figura 7 (POHLMANN et al.,
2016; PROW et al., 2011). Estes apéndices ocupam 0,1 % da area de superficie total
da pele, portanto, a contribuicdo no transporte total pela pele, para a maioria das
formulacdes convencionais tépicas é considerada minima (ALVAREZ-ROMAN et al.,
2004; IQBAR et al., 2018). Estima-se que a principal via de transporte de ativos pelo
estrato corneo é a intercelular (LANE, 2013; VOGT et al., 2016).
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Figura 7- Representacdo das possiveis vias de penetracdo de ativos através da pele.
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Fonte: Adaptado de Erdo e colaboradores (2016).

No entanto, a aplicacdo de produtos sobre a pele esta relacionada com a
consisténcia. Produtos de baixa consisténcia, como no caso das nanocapsulas, que
se apresentam sob a forma de suspensdes liquidas, séao dificeis de permanecer no
local de aplicagcdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; POHLMANN et al., 2016). Uma
estratégia promissora que vem sendo empregada, € a incorporacdo desses
nanossistemas em formas farmacéuticas semissolidas, como hidrogéis (CONTRI et
al., 2016; LIPPACHER; MULLER; MADER, 2001; PEGORARO et al., 2017). A tabela
2 relne alguns estudos que incorporaram sistemas nanoestruturados em hidrogéis e
avaliaram suas performances. No geral, estes estudos mostram o preparo e
caracterizacdo de nanossistemas, e apds a sua incorporacdo em uma base
semissOlida. Para caracterizar esses semissolidos séo feitas analises como: tamanho
de particula, teor de ativo, pH, espalhabilidade, comportamento reoldgico, estudo de
liberacdo do farmaco a partir da base, perfil de permeacéo cutanea, e, ainda, alguns
trabalhos mostram as performances em estudos in vivo (ALVES et al., 2007,
MARCHIORI et al., 2017; MELERO et al., 2014).



Tabela 2: Hidrogéis contendo nanossistemas

Nanossistema

Ativo

Polimero

Vantagens

Referéncia

NC-NL e NE

NC

NC-NL

NC

NC

Propionato de
Clobetasol

Capsaicina

Oleo de farelo de

arroz

Silibinina

Meloxicam

Carbopol® Ultrez 10
NF

Quitosana

Carbopol Ultrez®

Goma Gelana

Carbopol®940

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

Controle na permeacao
e diminuicdo da
irritacéo na pele

Aumento da atividade
antioxidante e
antiedematogénica
frente a radiacdo UV

Prolongamento do
efeito
antiedematogénico
frente a radiacdo UV

Diminuicéo da
inflamacédo e melhora
nos sintomas da
dermatite atopica

Fontana et al., 2011

Contri et al., 2014

Rigo et al., 2015

Marchiori et al., 2017

Weber et al., 2018

NC: nanocépsula; NE: nanoemulsédo; NC-NL: nanocapsula de nucleo lipidico
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Dentre as analises de caracterizagdo de semissélidos contendo
nanossistemas, a avaliagdo do tamanho médio de particula, bem como a distribuicédo
do seu tamanho na base sédo propriedades importantes, uma vez que o tamanho
influencia na deposicdo e permeacédo dos ativos na pele (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007). A determinacéo do pH é importante para explicar fenébmenos de
instabilidade e, ainda, para verificar a compatibilidade com a via de aplicagdo (MORA-
HUERTAS et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). O teor de ativo na formulacéo é
determinado por técnicas cromatograficas ou espectrofotométricas, sendo relevante
para confirmar que ndo houve perdas durante o processo de obten¢édo do semissolido
(MARCHIORI et al., 2017).

Outra andlise bastante importante é a determinacdo da espalhabilidade, que
pode ser definida como a expanséo da formulacdo semissolida sobre uma superficie
apos um periodo de tempo (BORGHETTI; KNORST, 2006), e esta relacionada com a
transferéncia da dose correta, além da aceitabilidade do paciente, uma vez que a
formulacdo deve ser de facil espalhamento (RIGO et al., 2012). Outro parametro de
extrema importancia que se deve estudar € a reologia, pois nos fornece uma
estimativa das caracteristicas da formulacdo, bem como de sua qualidade e
estabilidade (LEONARDI; MAIA CAMPQOS, 2001; RIGO et al., 2015). Assim, a reologia
compreende as propriedades de escoamento e deformacdo da matéria sobre a acéao
de forcas ou tensdo (AULTON, 2016). A analise reoldgica permite classificar em dois
diferentes tipos de comportamento de fluxo: newtoniano e nao-newtoniano. O fluxo
newtoniano é caracterizado por apresentar viscosidade constante, independente da
forca aplicada. Por sua vez, o fluxo ndo-newtoniano ndo apresenta viscosidade
constante, com o aumento da forca aplicada ha uma diminuicdo da viscosidade.
(AULTON, 2016; CHORILLI, 2007). Portanto, o comportamento ndo-newtoniano é
amplamente encontrado em formulacfes de uso tépico, e pode ser melhor explicado
guando aplicados a modelos matematicos, sendo os mais utilizados: fluxo de Bigham,
modelo de Casson, modelo de Ostwald e modelo de Herschel-Bulkley (ALVES 2006;
AULTON, 2016).

Quanto a avaliacao da liberacdo e permeacéao de ativos, métodos in vitro tem
sido amplamente empregados por ndo utilizarem animais, além de proporcionarem
menor variabilidade de resultados e facil reprodutibilidade (ANDRADE et al., 2014). A
técnica desenvolvida por Franz (1975) utiliza células de difusao 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 sdo preconizadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) e sdo comumente utilizadas pois ndo reagem nem com a
formulacdo e nem com o meio receptor, permitindo a difusdo do ativo através da
mesma para a posterior quantificacdo (FONTANA et al., 2011; VARGAS et al.,
2013).0 processo de liberacdo da substancia ativa a partir da nanocapsula envolve
uma série de fatores como: caracteristicas fisico-quimicas, concentracdo e massa
molecular do ativo, concentracao de polimero, natureza do 6leo, tamanho de particula
e também as condi¢des 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 permeacao cutanea 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 distribuicdo do ativo nas diferentes camadas da pele e ainda
presumir se ha riscos de absorcao sistémica (MEIRA, 2010; TANOJO et al., 1997). A
solucdo receptora dever ser preferencialmente um fluido que mimetize as
caracteristicas fisiol0gicas e que néo prejudique a integridade cutanea (OECD, 2004).
Sabe-se que as propriedades das nanoparticulas como tamanho, forma, carga e
superficie influenciam na penetracdo através do estrato cérneo, bem como na
deposicdo em sulcos, apéndices e camadas mais profundas (FILON et al., 2015).
Além disso, o veiculo e a condicdo da pele também s&o responsaveis pelo grau de
penetracdo das nanoparticulas (PROW et al., 2011; ROBERTS et al., 2017).
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Figura 8- Representacéo ilustrativa da célula de Franz.
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Fonte: Proprio autor.

Ainda, quando se desenvolve um novo produto para uso tépico é fundamental
gue se avalie o potencial de irritacéo deste, a fim de garantir a seguranca de seu uso.
Para isso, DRAIZE (1944) desenvolveu um sistema de classificacdo para avaliar o
potencial de irritacdo de substancias 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 corioalantéide (MCA) de ovo
embrionado de galinha (HET- Huehner-Embryonen-Test) com a finalidade de avaliar
o grau de irritacdo de mucosas e pele induzido por substancias quimicas. Este ensaio
baseia-se na observacdo de fenbmenos vasculares como: vasoconstricao,
hemorragia e lise, e ainda apresenta como vantagens ser de facil execucéao,
econdmico e de rapida duracdo, além de reduzir o sofrimento de animais,
possibilitando diferenciar substancias irritantes de nao irritantes (HAGINO et al., 1999;
JOBIN; DEEPTHI; SANDEEP, 2018).

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

na literatura utilizam polimeros sintéticos no desenvolvimento de hidrogéis, mas sabe-
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se que atualmente hd uma tendéncia ao uso de produtos de origem natural. Diante
disso, uma classe de substancias que tem adquirido destaque séo os polissacarideos,
por serem biocompativeis, ndo-toxicos e de baixo custo (SAHA et al., 2017). Além
disso, Camargo e colaboradores (2012) demonstraram que formulacdes contendo
polissacarideos foram capazes de aumentar o grau de hidratacdo da pele e diminuir
a perda transepidermal de &gua através de um efeito formador de filme destes
polissacarideos. Essas caracteristicas sdo 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 atraido
a atencdo por possuir propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes
(BARAK; MUDGIL, 2014). Na area farmacéutica, essa goma é utilizada na producao
de matrizes monoliticas solidas (promovendo liberagdo controlada), flmes, micro e
nanoparticulas, sistemas inalaveis e injetaveis, bem como liquidos viscosos e na
formulacdo de géis (BARAK; MUDGIL, 2014; COVIELLO et al., 2007; SUJJA-
AREEVAT et al., 1995).

Figura 9- Estrutura da goma de alfarroba.
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Fonte:http://www.scienceofcooking.com/chemical_physical_properties_guar_gum_locust_be

an_gum.htm

Neste ambito, Coviello e colaboradores (2014) desenvolveram niossomas de
cetoprofeno, os quais foram incorporados a hidrogéis de goma xantana e goma de
alfarroba, na concentracdo de 1%. Como resultado, a formulagdo se mostrou estavel

e capaz de promover uma liberacdo modificada do farmaco modelo quando
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comparado ao gel de carbopol comercial. No entanto, cabe ressaltar que até o
presente momento, ndo existe nenhum trabalho utilizando somente a goma de
alfarroba para o desenvolvimento de hidrogéis, e tampouco sobre a preparacédo de

formulagédo semissolidas contendo sistemas nanoestruturados.



4 MATERIAS E METODOS

4.1 MATERIAS

4.1.1 Matérias primas

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

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

- Oleo de rosa mosqueta: Dermapelle, Brasil;

- Oleo de primula: Mundo dos 6leos, Brasil;

- Eudragit® RS 100: R6hm Pharma, Alemanha;

- Eticelulose: Colorcon, Brasil,

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

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

- Goma de alfarroba: CP-Kelco, Brasil;

- Oleo de créton: 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.: Dinamica, Brasil;

- Metanol grau HPLC: Dinamica, Brasil;

- Etanol: Dinamica, Brasil;

- Dimetilsulfoxido: Vetec, Brasil;

- Acetonitrila grau HPLC: LiChrosolv, Alemanha;

- Formaldeido: Vetec, Brasil;

4.1.3 Equipamentos e outros materiais

- Agitador magnético: Tecnal, Brasil;

39
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- Balanca analitica: Shimadzu, Japéo;

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

- Centrifuga: Solab, Brasil.

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

- Coluna LiChrospher Phenomenex (250 mm x 4.00 mm, 5 ym, 100 A), Brasil;
- Evaporador rotatério Buchi R-3: Buchi, Brasil;

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

- Potenciémetro - modelo pH 21, Hanna, Brasil;

- Micrometro digital: Digimess, Brasil,

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

- Ultrassom: Altsonic Clean, Brasil,

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

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

- Zetasizer Nanoseries (espectroscopia de correlacdo de fotons): Malvern

Instruments, Reino Unido.
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparacdo das suspensfes de nanocapsulas contendo os compostos
indélicos

4.2.1.1 Suspensfes de nanocapsulas contendo 13C

As suspensfes de nanocapsulas foram preparadas em triplicata pelo método
de deposicao interfacial do polimero pré-formado. Uma fase orgénica contendo
acetona (27 mL), 6leo de rosa mosqueta (0,3 g), monooleato de sorbitano (0,077 g),
Eudragit® RS100 (0,1 g) e I13C (5 mg) foi submetida a agitacdo magnética por 60 min,
a 40 °C. Apés, essa solucéo foi injetada através de um funil em uma fase aquosa
contendo polissorbato 80 (0,077 g), pH 9,5, previamente ajustado com hidroxido de
sodio 0,2 M. Ap6s 10 min sob agitacdo magnética, a suspensao foi concentrada em
evaporador rotatorio a 40° C para eliminacéo do solvente organico e parte da agua
para ajuste do volume final (10 mL), correspondendo a concentracao final de 13C de
0,5 mg/mL, e foi denominada de NC-I3C. Apds, o pH da suspensao de nanocapsulas
foi ajustado para 8,5 com hidroxido de sodio 0,2 M (GEHRCKE et al., 2018).

Para fins comparativos, foram preparadas formulagdes sem I3C, denominadas
NC-ORM.

4.2.1.2 Suspensbdes de nanocapsulas contendo DIM

As suspensdes de nanocapsulas de DIM (NC-DIM) também foram preparadas
(n=3) pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado, conforme
metodologia de Mattiazzi e colaboradores (2019). Resumidamente, uma fase organica
contendo acetona (27 mL), etilcelulose (0,1g), 6leo de primula (0,15 g), monooleato
de sorbitano (0,077 g) e DIM (10 mg), foi mantida sob agitacdo a 40 °C, e foi injetada
em uma fase aquosa contendo polissorbato 80 (0,077 g). Apés 10 min, a suspensao
foi concentrada em evaporador rotatério a 40 °C para eliminacdo da acetona e parte
da agua para ajuste do volume final (10 mL) e concentracédo final de DIM 1 mg/mL.
Para fins comparativos foram preparadas formulacées sem DIM, denominadas NC-
OP.
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4.2.2 Preparacdo dos hidrogéis

As suspensdes de nanocdpsulas (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
homogeneizagdo e formagdo do hidrogel, o qual dependendo da suspensdo de
nanocapsulas foi chamado de HG-NC-I3C, HG-NC-ORM, HG-NC-DIM e HG-NC-OP.

Também foram desenvolvidos hidrogéis contendo os ativos nao-
nanoencapsulados. Para isso, 0 HG-I3C foi obtido pela solubilizacao prévia do I3C em
1 mL de DMSO e posterior incorporagéo na dispersédo de goma de alfarroba em agua
pH 8,5. Para os HG-DIM, procedeu-se da mesma maneira, no entanto nao foi

necessario alcalinizar a agua.
4.2.3 Caracterizacéo dos hidrogéis

ApOs a preparagéo, as formulagdes foram caracterizadas quanto ao aspecto,
cor, tamanho de particula e indice de polidispersédo, pH e teor de ativo. Todos os
parametros foram avaliados em triplicata.
4.2.3.1 Avaliacdo do tamanho de particula e indice de polidispersao

Para avaliar a presenca das nanocapsulas nos hidrogéis, estes foram

diluidos em agua ultrapura (500 x) e mantidos sob agitacdo magnética até sua
redispersdo. Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um e
analisadas por espectroscopia de correlacdo de fétons a 25 °C.
4.2.3.2 Determinacéao do pH

O pH dos hidrogéis foi determinado logo apés o preparo. Estes foram diluidos
a 10% em agua destilada e as avaliacbes foram feitas em potenciébmetro previamente
calibrado, a temperatura ambiente.

4.2.3.3 Determinacéo do teor de ativos nos hidrogéis

4.2.3.3.1 Hidrogéis de 13C
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O teor de 13C nas formulacdes foi determinado por cromatografia a liquido de
alta eficiéencia (CLAE) segundo metodologia previamente validada por Gehrcke e
colaboradores (2017). Foi usado o sistema LC 10A HPLC (Shimadzu, Japéo)
equipado com uma bomba LC-20AT, um detector UV-VIS SPD-M20A, um controlador
de sistema CBM-20A e um sistema de valvula de injecdo automéatica SIL-20A HT, sob
as seguintes condi¢6es cromatograficas: fluxo de 1 mL/min, fase mével composta de
agua: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
extracdo do I3C, as amostras foram submetidas ao processo de sonicagéo por 15 min
e posteriormente a agitacdo magnética por mais 15 min. Apds, as amostras foram
transferidas para baldo volumétrico de 25 mL, onde aferiu-se o baléo, e filtrou-se o
contetdo com membrana de 0,45 pum e por fim, foram analisas por CLAE, sendo a
concentracgao final de 13C de 9 pg/mL.

O método analitico mostrou-se linear (r=0,9993) na faixa de concentracdo de 3
- 15 pg/mL, com limites de deteccdo e quantificacdo de 0,46 pg/mL e 1,52 pg/mL,
respectivamente. Além do mais, o0 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 sonicacdo por 15 min e
posteriormente a agitacdo magnética por mais 15 min. Apoés transferiu-se o contetdo
para baldo volumétrico de 15 mL, o baldo foi aferido e as amostras foram filtradas com
membrana de porosidade de 0,45 um, e analisadas por CLAE, utilizando metodologia
ja validada por Mattiazzi e colaboradores (2019), tendo como concentracao final de
DIM de 10 pg/mL. O equipamento utilizado foi o mesmo ja descrito no item 4.2.3.2.1.
As condi¢cBes cromatograficas foram: fluxo de 1 mL/min, fase moével composta de
acetonitrila:agua (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.



44

Este método analitico foi considerado especifico, linear (r=0,9996), exato e

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

4.2.4 Avaliagéo preliminar da estabilidade: Teste de centrifugagéo

Para uma avaliacdo preliminar da estabilidade dos hidrogéis, estes foram
submetidos ao teste de centrifugacdo. As formulacdes 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 precipitacao,
separacao de fases, formacéo de caking, entre outras (ANVISA, 2004).

4.2.5 Avaliagéo da espalhabilidade

A espalhabilidade foi determinada através do método descrito por Rigo e
colaboradores, no qual uma placa molde de vidro com orificio 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
orificio. Posteriormente foi retirada cuidadosamente a placa molde, e colocada uma
placa de vidro com peso conhecido, sendo capturada a imagem apos 1 min. Este
procedimento foi repetido até atingir o total de 10 placas. A superficie abrangida foi
calculada utilizando o software ImageJ 1.49q. O fator de espalhabilidade foi calculado
usando a equacéo 1, onde A corresponde a area espalhada (mm?) apés a adigcdo das
placas, e P corresponde ao peso cumulativo destas placas (Q).

Fator de espalhabilidade=A/P ()

4.2.6 Avaliacao reoldgica

A avaliacdo reoldgica foi realizada em temperatura ambiente utilizando um
viscosimetro rotacional de Brookfield® modelo DV-I prime. Para esta andlise foram
necessarios 30 g de cada gel, aproximadamente. O spindle escolhido foi 0 RV06, nas
velocidades de cisalhamento correspondentesa 1, 1,5, 3, 4, 5, 6, 10, 12 e 20 rpm para
HG NC-13C 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 andlises. Para avaliar o modelo
reolégico que melhor descreveu o comportamento dos hidrogéis, as equacdes de
Bingham (2) plastico ideal, Casson (3) plastico e Ostwald (4) pseudo-plastico foram

testadas.
0O=0o0+NYy (2)
o 05 = o 00,5 + n0,5 v0,5 (3)
o =Ky" (4)

Onde: n é a viscosidade, o é a tenséo de cisalhamento, y taxa de cisalhamento, n € o

indice de plasticidade, K é o coeficiente de consisténcia e oo € o valor de cedéncia.

4.2.7 Avaliacao da liberacéo in vitro das nanocapsulas e dos ativos a partir dos
hidrogéis

Os perfis de liberagcédo in vitro das nanocapsulas e dos ativos a partir dos
hidrogéis foram determinados utilizando células de difusdo de Franz a 32 + 0,5 °C.
Uma membrana de nylon regenerada (0,45 um de porosidade) foi colocada entre um
compartimento doador e um receptor. A area de difuséo foi de 3,14 cm? e o volume
do compartimento receptor, de 6,0 mL. O meio de liberacao utilizado foi tampéao fosfato
pH 7,4 com 30% de etanol, o qual permaneceu sob agitacdo. Uma quantidade de 0,5
g (dose infinita) de cada hidrogel foi espalhada na membrana e em tempos
correspondentes a 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 h foram coletadas aliquotas de 0,5 mL do meio
receptor e analisadas pelos métodos desenvolvidos por CLAE. Coletas realizadas nas
amostras de hidrogéis contendo nanocapsulas foram diluidas em metanol (1:2) para
garantir a extracao do farmaco. O meio foi reposto no mesmo volume de 0,5 mL para

manter a condicdo sink.

4.2.8 Estudo de permeacéo cutanea

O estudo de permeacéao foi conduzido utilizando pele saudavel de paciente do
sexo feminino submetida a cirurgia de abdominoplastia. O tecido adiposo foi removido
e a pele foi armazenada em papel aluminio em um congelador até o momento de seu
uso. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria (CAEE: 552200016.3.0000.5346).
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Para a realizacdo desse experimento, células de difusdo do tipo Franz foram
utilizadas, tendo como meio receptor tampéao fosfato pH 7,4 a 32 + 0,5 °C. Recortes
de pele (n=6) foram ajustados com a derme em contato com 0 meio receptor e 0
estrato corneo voltado para o meio doador, em contato com os hidrogéis (0,5 g de
cada amostra). Apés 8 h de incubacao, a pele foi removida cuidadosamente, retirando
0 excesso de formulacdo, e o meio receptor foi recolhido para posteriormente ser
analisado por CLAE. Para quantificacdo do ativo nas diferentes camadas da pele, o
estrato cérneo foi removido pela técnica do tape stripping utilizando 18 fitas (Qualitape,
Adelbras®, Brasil). Em cada fita foi realizada uma pressao uniforme com auxilio de um
bastdo de vidro para remocao total do estrato cérneo. A pele foi pesada antes e depois
da remocéo, e as fitas foram colocadas em tubos de ensaio com 4 mL de metanol,
seguido de agitacdo no vortex por 2 min e sonicacao por 15 min. Apos, foi realizada a
filtracdo das amostras e estas foram analisadas por CLAE.

Para separacdo da epiderme e derme, a pele foi colocada em aquecimento em
banho-maria a 60 °C por 45 s e, com 0 auxilio de uma espatula, 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 o0s tipos
de amostras foram agitados no vortex 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 Avaliacao do potencial de irritacao

Com o objetivo de avaliar o potencial de irritacdo das formulacdes foi realizado
0 ensaio da membrana corioalantéide de ovo embrionado de galinha. Para tanto,
foram utilizados ovos de galinhas fertilizados (Coob 500) no 10° dia de incubacéo (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
corioalantéide (MCA), que foi cuidadosamente lavada com NaCl 0,9%. Apéds, foram
adicionados 0,3 g de cada formulacao (n=6) em cerca de 50% da MCA e observou-se
os resultados na parte ndo coberta pela formulacdo por 300 segundos, tempo
necessario para a ocorréncia de fendmenos irritantes como: hemorragia, lise e

coagulacao. Solugdes 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 validos por
gerarem resposta nao-irritante e severamente irritante, respectivamente. O escore de
irritacdo (El) foi determinado conforme a equagao 5, levando em consideracdo o
tempo do aparecimento dos fendbmenos. Este ensaio foi realizado conforme
metodologia recomendada pelo Comité Interinstitucional para validacdo de métodos
alternativos (ICCVAM, 2010).

El = Sx (301-h) 47 (301-1) 4oy (301—c) 5)
300 300 300

Onde: h=tempo de hemorragia; |I= tempo de lise, e c= tempo de coagulagéo.

A partir do El, as formulagdes foram classificadas como: ndo-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 fotodegradacao foi realizado em triplicata conforme metodologia
descrita por Ourique e colaboradores (2011). Os hidrogéis foram pesados (1 g) e
colocados em cubetas transparentes de plastico sob uma camara espelhada contendo
uma lampada UVC (Phillips TUV lamp—UVC long life, 30 W). Foram utilizadas cubetas
individuais para cada intervalo de tempo. Ap6s cada tempo, os hidrogéis foram
removidos da cubeta e extraidos com metanol (50 mL), filtrados e o teor remanescente
foi analisado por CLAE. A fim de garantir que a degradacdo ocorreu pela lampada
UVC, cubetas contendo os hidrogéis foram cobertas com papel aluminio e foram
submetidas a camara espelhada e apos o final do experimento, procedeu-se da

mesma maneira que 0s outros hidrogéis para quantificacéo do ativo.

4.2.11 Avaliacdo do potencial antioxidante das suspensfes de nanocapsulas

contendo o 13C através do radical ABTS

A capacidade de eliminacdo do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS*) foi determinada conforme metodologia de Re e
colaboradores (1999). Para tanto, as suspensdes de nanocapsulas foram diluidas em

agua e os ativos livres (5 mg de I3C e 10 mg de DIM) e éleos (0,3 g ORM e 0,15 g de
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OP) foram solubilizados em 10 mL de metanol. Apds, as amostras foram diluidas em
agua a fim de atingir as concentragdes de 1, 2,5, 5 e 10 pg/mL. A solucdo do radical
ABTS* foi preparada misturando a solucdo estoque ABTS (7 mM) com persulfato de
sédio (140 mM), 12 h antes do ensaio (concentracdo final de ABTS 42,7 uM).

Para a realizacdo deste ensaio, 100 pL das amostras foram pipetadas para uma
microplaca de 96 pocos e incubadas com 100 pL da solucéo de ABTS durante 30 min,
sendo protegidas da luz. Apos foi feita a leitura da absorbancia no espectrofotémetro
UV/VIS em 734 nm. O branco foi preparado utilizando 4gua ao invés das amostras.
Como controles negativo e positivo foram utilizados solu¢cdo de ABTS e &cido
ascorbico, respectivamente.

A capacidade sequestrante foi expressa conforme a equacéo 6:

(Abs—Abb)x100

SC % = 100 — =220 (6)

Onde: SC corresponde a capacidade sequestrante em %, Abs € a absorbancia da
amostra incubada com ABTS, Abb € a absorbéancia do respectivo branco e a Abc a

absorbancia do controle negativo.
4.2.12 Avaliacdes da atividade anti-inflamatoria
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 condi¢des de temperatura controlada (22 £ 2°C) e ciclo claro-
escuro de 12 h. Os animais tiveram livre acesso a agua e racao de laboratério e foram
habituados ao ambiente experimental pelo menos 1 hora antes do inicio 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
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica 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 concordancia com as consideracdes éticas para analise de dor em
animais conscientes (Zimmermann, 1983; Brasil, 2018).

A fim de minimizar as varia¢des inerentes a técnica, todos os procedimentos
foram realizados por somente um experimentador. O nimero de animais utilizados foi
determinado como sendo o ndmero minimo necessario para demonstrar efeitos

consistentes dos tratamentos avaliados.

4.2.12.2 . Edema de orelha induzido pela aplicacdo do 6leo de créton

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 injecdo intraperitoneal. ApOs anestesia, 0 processo inflamatério foi
induzido na orelha direita dos animais pela administracdo topica de 20 uL de uma
solugéo do agente irritante 6leo de croton diluido em acetona, resultando na aplicagéo
do mesmo na concentracdo de 1 mg/orelha (BRUM et al., 2016; PIANA et al., 2016;
PIANA et al., 2017).

Apoés a inducao de inflamacédo, o analgésico dipirona foi administrado por via
oral, por meio de gavagem, a fim de evitar dor e desconforto que fosse eventualmente
causado pela aplicacdo do 6leo de croton na orelha dos animais. A dipirona é um
farmaco 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 radiacdo UVB

A fonte de radiacdo UVB foi uma lampada Philips TL40W/12 RS (Medical-
Eindhoven, Holanda) posicionada 12 centimetros acima da superficie onde os
camundongos foram mantidos. A lampada emite luz continua de espectro entre 270 e
400 nm, com pico de emissdo em 313 nm. A saida de UVB (80% do total de radiacéo
UV) foi medida utilizando radiémetro (UV monitor MS-211-1, EKO Instruments,
Japao). 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. Apds anestesia, a

orelha dos animais foi exposta a radiacdo UVB por 14 min (840 s) (MARCHIORI et al.,
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2017). Nesta distancia e nesse periodo de tempo a taxa de irradiacdo UVB emitida foi
de 0,61 mV/cm? e a dose alcancada é de 0,5 J/cm?.

Para a protecédo do restante do corpo do animal, e para que assim
somente a orelha escolhida fosse irradiada, foi utilizado um tecido de algodéo, o qual
protege totalmente contra a radiacdo UVB (transmissdo de UVB de 0 mW/cm?
conforme medida por radibmetro - UV monitor MS- 211-1, EKO Instruments, Jap&o).

Apo6s a inducdo de inflamacédo, 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 € um farmaco 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 ap0ds a aplicacdo do 6leo de créton ou a exposicdo a radiacao
UVB, aproximadamente 15 mg da formulacao-teste foi aplicada diretamente na orelha
direita dos animais, com o auxilio de espatula, objetivando-se investigar seu potencial
anti-inflamatoério. Esta quantidade de formulacdo a ser aplicada corresponde a
guantidade necessaria para cobrir totalmente a superficie da orelha dos animais. Os

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

- naive: nao-tratados com Oleo de créton ou radiacdo UVB nem com o0s
tratamentos;

- 0leo de créton ou irradiado: recebe somente aplicacéo de 6leo de créton ou a
radiacdo UVB,;

- veiculo: aplicacdo de Oleo de créton ou radiacdo UVB + tratamento com
semissolido veiculo (hidrogel a base de goma de alfarroba)

- HG-I13C: aplicacdo de oleo de créton ou radiagcdo UVB + tratamento com
semissolido contendo 13C na forma ndo-nanoencapsulada (0,5 mg/g);

- HG-NC-I3C: aplicacao de 6leo de créton ou radiacdo UVB + tratamento com
semissolido contendo nanocapsulas de I3C (I3C na forma nanoencapsulada) (0,5
ma/g);

- HG-DIM: aplicacdo de 6leo de croton ou radiacdo UVB + tratamento com

semissolido contendo DIM na forma ndo-nanoencapsulada (1 mg/g);
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- HG-NC-DIM: aplicagéo de 6leo de créton ou radiacdo UVB + tratamento com
semissolido contendo nanocapsulas de DIM (DIM na forma nanoencapsulada) (1
mg/g);

- Acetato de dexametasona (controle positivo): aplicacdo de 6leo de créton ou
radiacdo UVB + tratamento com formulagédo comercial de acetato de dexametasona

na concentracdo de 1 mg/g.

4.2.12.5 Medida do edema de orelha

A espessura da orelha dos animais foi avaliada previamente a aplicacao do
6leo de créton e a exposicao a radiacdo UVB (medida basal), utilizando micrébmetro
digital, o qual foi aplicado proximo a extremidade medial da orelha, distal aos sulcos
cartilaginosos (BOLLER et al., 2010; DE YOUNG et al., 1989).

Para o ensaio do 6leo de créton, seis horas ap0s o tratamento topico com as
formulagdes, a espessura da orelha dos animais foi novamente verificada, de modo a
avaliar o edema de orelha, processo consequente da inflamacéo induzida pelo agente
irritante. Para imobilizacdo dos animais necessaria a realizacdo desta medida, os
mesmos foram levemente anestesiados com 0 agente anestésico inalatorio isoflurano.
A diferenca entre a medida basal e a medida em 6 h foi expressa em ym. De maneira
a reduzir a variacdo entre as analises, somente um Unico avaliador conduziu as
medidas.

Para o ensaio da radiacdo UVB, foi medida a espessura da orelha apés 24, 48
e 72 h apdés uma unica exposicao a radiacdo (MARCHIORI et al., 2017). O edema de
orelha foi expresso como a variacdo da espessura da orelha em determinado tempo
em relacdo a medida basal. Para imobilizacdo dos animais necessaria a realizacao
desta medida, os mesmos foram levemente anestesiados com o agente anestésico

inalatoério isoflurano.

4.2.12.6 Andlise histologica

Seis horas ap6és o tratamento dos animais e avaliacdo do edema de orelha para
0 Oleo de créton e 24 h para a radiacdo UVB, os animais foram eutanasiados com
tiopental sodico + lidocaina e as orelhas foram coletadas para a verificagdo de

alteracdes histologicas. As amostras foram fixadas em solucéo alfac (alcool etilico
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80%, formaldeido 40% e acido acético glacial), embebidas em cera de parafina,
seccionadas em cortes de 5 um e coradas com hematoxilina-eosina. A quantificagdo
dos leucdcitos presentes no tecido foi realizada através de microscopia, a partir da
contagem destas células por campo, em uma area representativa, utilizando lentes
objetivas de 20x (RECIO et al., 2000).

4.2.13 Anélise estatistica

As formulacdes foram preparadas e analisadas em triplicata, sendo seus
resultados expressos como média + desvio padréo. A distribuicdo destes foi testada
utilizando o teste de normalidade de D’Agostino-Pearson. Os dados foram avaliados
estatisticamente atraves de teste t ou de analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido pelo teste Bonferroni. Os resultados das avaliacfes in vivo foram expressos
como média + erro padréo da média. A andlise estatistica foi realizada por analise
variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo pos-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 significancia estatistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

Para obtencao dos hidrogéis, a goma de alfarroba foi utilizada pela primeira vez
com este propdsito, na concentragédo de 3%. No entanto, também foram testadas as
concentragOes de 1, 2 e 4 %. Verificou-se que as concentragcdes mais baixas néo
foram eficientes na obtencao de uma forma farmacéutica consistente para a aplicacéo
cutanea. Por outro lado, a concentracao de 4 % levou a obtencéo de um hidrogel muito
consistente. Dessa forma, a concentracao de 3 % foi a escolhida para dar seguimento
ao trabalho, e esta de acordo com estudos prévios do nosso grupo, além de outros
trabalhos encontrados na literatura, que utilizaram gomas naturais para a obtencao de
formulacdes semissolidas (CERVI, 2017; YOU et al., 2015).

Apés o preparo, todas as formulacbes apresentaram aspecto visual
homogéneo e semelhante entre si. As formula¢cdes que continham as nanocapsulas
apresentaram coloracdo branco-leitosa muito semelhante a suspensédo de
nanocapsulas, e as formulagcbes contendo os ativos ndo nanoencapsulados
apresentaram aspecto transparente, conforme demonstrado na figura 10. Por sua vez,
o hidrogel veiculo (sem nanocapsulas e ativos) também apresentou-se transparente.

Os resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis estao
representados na tabela 3. Em relacdo ao tamanho médio de particula, todas as
formulacbes apresentaram tamanho na faixa nanomeétrica muito semelhante a
suspensao original (p > 0,05) conforme demonstrado por Gehrcke e colaboradores
(2018) e Mattiazzi e colaboradores (2019), indicando que ndo houve alteracdo de
tamanho apds o espessamento das formulacfes. Resultados semelhantes foram
encontrado quando nanocapsulas 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 satisfatorio na obtencdo de hidrogéis contendo nanocépsulas, uma vez que foi

mantida a integridade desses nanossistemas.
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Figura 10- Imagens representativas dos hidrogéis contendo o0s ativos
nanoencapsulados (A) e hidrogéis contendo os ativos ndo nanoencapsulados (B).

Tabela 3- Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis desenvolvidos. (média + desvio
padrao, n=3)

Teor de
Formulacéao Tamanho (nm) IPD ativo pH
(mg/g)
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-13C - - 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

Veiculo 451+ 136 0,55 + 0,08 - -

IPD: indice de polidispersao

Com relacéo ao IPD, este indica a homogeneidade das formulacbes quanto ao
tamanho, e é desejavel valores inferiores a 0,25, pois indicam estreita distribuicédo
(ALVES et al., 2007; DA SILVEIRA et al., 2013). Os valores de IPD para todos
hidrogéis foram satisfatérios, indicando a homogeneidade das formulacoes.

Com relagcéo ao pH, os hidrogéis contendo o I3C necessitam de um controle
deste parametro, uma vez que este ativo em condi¢Bes acidas sofre oligomerizacao

(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 suspensdo de nanocapsulas é
alcalinizada. Para o desenvolvimento de hidrogéis do 13C na sua forma livre também
foi alcalinizada a agua. Os hidrogéis contendo o DIM apresentaram pHs levemente
acidos muito semelhantes a suspensao original (MATTIAZZI et al., 2019). Cabe
ressaltar que valores incompativeis com o pH da pele podem levar a perda da
integridade cutanea, deixando-a mais suscetivel a agressao por agentes externos
(SCHERML et al., 2010). Todos os hidrogéis apresentaram pH compativel com a
aplicacdo cutanea e bastante semelhantes aos encontrados em outros estudos
(OURIQUE et al., 2011; SCHIMID-WENDTNER e KORTING, 2006).

Em relagdo ao teor dos ativos, valores proximos aos teoricos foram
encontrados. Cabe ressaltar que as suspensfes de nanocapsulas ja haviam sido
desenvolvidas e validadas em nosso grupo de pesquisa, e apresentam concentracdes
diferentes, portanto os hidrogéis também apresentaram concentracOes diferentes.
Para os hidrogéis contendo I3C a concentracao foi de 0,5 mg/g e para os contendo
DIM foi o dobro,1 mg/g. Para ambos os ativos, as concentracdes nos hidrogéis foram
proximas de 100 %, indicando que nao houve perdas ou degradacdo dos ativos

durante o processo de preparacao dos hidrogéis.

5.2 AVALIACAO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE: TESTE DE CENTRIFUGACAO

O teste de centrifugacao antecipa possiveis sinais de instabilidade por provocar
um estresse na amostra ao simular um aumento na gravidade e, dessa forma, acelerar
a mobilidade das particulas (ANVISA, 2004). Como € possivel observar na figura 11,
nenhuma das formulagdes apresentou alteracdes visiveis. Assim, pela auséncia de
fenbmenos como separacdo de fases, cremagem, floculacdo e coalescéncia, 0s
hidrogéis desenvolvidos nesse trabalho foram considerados estaveis 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) apés serem submetidos ao teste de centrifugacéo.

5.3 AVALIACAO DA ESPALHABILIDADE

A avaliacdo da espalhabilidade é uma caracteristica importante a ser a
determinada no desenvolvimento de formulagbes semissélidas, pois verifica a
capacidade da formulacao espalhar-se sobre uma superficie, e esta relacionada com
a sua aplicacao no local desejado (GARG et al., 2002). Os resultados obtidos estéo
representados na figura 12, que ilustram os perfis de espalhabilidade das formulacfes
contendo o 13C e DIM, e na tabela 4 onde estdo representados os fatores de
espalhabilidade, que foram calculados segundo a equacéo 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 nanocapsulas. Esse mesmo resultado foi observado para o HG-DIM (p < 0,05)
guando comparado as formulaces HG-NC-DIM e HG-NC-OP. Assim, foi possivel
observar que a presenca das suspensfes de nanocépsulas foi capaz de influenciar
na espalhabilidade das formulacdes. Resultados semelhantes foram relatados na
literatura, onde a presenca das nanocapsulas levou a uma diminuicdo da
espalhabilidade (DE LIMA et al., 2017; RIGO et al., 2015), o que pode ser atribuido a

presenca do polimero (1%) nas suspensfes de nanocpsulas que contribui para um
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aumento da viscosidade. Formulagdes mais viscosas tendem a se espalhar menos,
essa hipdtese se confirma com o resultado da viscosidade, apresentado no item 5.4.
Ainda, os valores de espalhabilidade obtidos nesse estudo sdo semelhantes aos
encontrados na literatura, nos quais associaram sistemas nanoestruturados em
hidrogéis de polimeros sintéticos (FONTANA et al., 2011; RIGO et al., 2015).

Figura 12- Representacao gréfica da espalhabilidade das formulagdes HG-NC-I3C,
HG-NC-ORM e HG-I3C (A) e HG-NC-DIM, HG-NC-OP e HG-DIM (B) em funcédo do
peso adicionado (g) (média + desvio padrao, n=3).
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Tabela 4- Determinacdo do fator de espalhabilidade dos hidrogéis. Média + desvio

padrdo, n=3; * significa diferenca estatistica entre os grupos.

Formulagéo Fator de espalhabilidade (mm?/g)
HG-NC-I13C 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 AVALIACAO REOLOGICA

Outro parametro importante a ser avaliado € o comportamento reologico das
formulacdes. Este influencia a espalhabilidade, retencéo e tempo de contato com a
superficie da pele (BATHEJA et al., 2011). Os viscogramas e 0s reogramas dos
hidrogéis foram obtidos através da representacéo grafica da viscosidade versus taxa
de cisalhamento (figura 13), e tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento
(figura 14), respectivamente. A partir desses graficos, pode-se observar que o0s
hidrogéis apresentaram fluxo ndo-newtoniano, uma vez que as viscosidades ndo se
mantem constantes com a variacao da taxa de cisalhamento aplicada e a relacédo da
taxa de cisalhamento versus tensdo de cisalhamento nao € linear (KIM et al., 2003).
Em sistemas nao-newtonianos os fluidos podem apresentar diferentes tipos de

comportamento de fluxo: plastico, pseudoplastico ou dilatante.
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Figura 13- Representacao grafica da viscosidade dos hidrogéis (mPa.s) versus a taxa
de cisalhamento (s?). (n=3)
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Figura 14- Representacgédo grafica da tensdo de cisalhamento (mPa) versus a taxa de
cisalhamento (s1), (n=3).
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Para melhor compreender o comportamento observado a partir dos reogramas

dos hidrogéis, trés modelos matematicos foram analisados utilizando as equacdes 2,

3 e 4. Assim sendo, todas as formulacdes adequaram-se melhor ao modelo de
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Ostwald, tendo em vista que foram obtidos os maiores valores de coeficiente de
regressao (r). Este modelo descreve fluxo ndo-newtoniano pseudopléstico, e nédo
necessita de tensdo de cisalhamento minima para comecar a fluir (FERREIRA, 2008),
sendo comumente encontrado na literatura para semissolidos contendo
nanossistemas (ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005; ARGENTA et al., 2016;
BALESTRIN et al., 2016). Esse tipo de comportamento € bastante desejavel para
formulacfes que serdo aplicadas sobre a pele, pois é importante que as formulacdes
sejam capazes de fluir e espalhar-se com facilidade na érea aplicada, principalmente
guando se tem uma pele lesada.

Tabela 5- Coeficientes de regressao (r) obtidos para os diferentes modelos
matematicos (média * desvio padr&o, n=3).

Formulacéao 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-13C 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

Apos estabelecer o melhor modelo, os indices de fluxo (n) e de consisténcia (k)
foram calculados e estdo representados na tabela 6. O indice de consisténcia esta
relacionado com a propria viscosidade do produto, ou seja, com a resisténcia ao fluxo,
enquanto que o indice de fluxo se refere ao grau de pseudoplastia do material
(LEONARDI e CAMPOS, 2001; LOCH, 2011). Todos os hidrogéis apresentaram
indices de fluxo menores que 1, confirmando o comportamento pseudoplastico, o qual
€ caracterizado pela diminuicdo da viscosidade aparente a medida que aumenta a
taxa de cisalhamento (CORREA et al., 2005; KIM et al., 2003). Em relac&o ao indice
de consisténcia, foi possivel observar que a presenca das nanocapsulas levou a um

aumento da consisténcia (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- indice de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) dos hidrogéis. Média + desvio
padrdo, n=3. * significa diferenca estatistica (p < 0,05) comparado aos hidrogéis
contendo as nanocépsulas de seu respectivo grupo.

Formulacéao 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-13C 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 concentracdo, foi observado que os indices de consisténcias das
formulagbes de DIM foram maiores, confirmando assim que as caracteristicas da
suspensao de nanocapsulas e dos ativos sdo os fatores determinantes para a
consisténcia dos hidrogéis. Curiosamente, Balzus e colaboradores (2017)
desenvolveram nanoparticulas de Eudragit® RS 100 e de etilcelulose (polimeros
utilizados em nosso trabalho) contendo dexametasona e, ao analisarem as
viscosidades das dispersdes organicas destes polimeros, foi constatado que a
disperséo de etilcelulose apresentava viscosidade cerca de 6 vezes maior que a de
Eudragit® RS100.

Este resultado do indice de consisténcia é corroborado pelos dados de
espalhabilidade, uma vez que ambos s&o inversamente proporcionais, ou seja, as
formulacées menos consistentes (HG-I3C e HG-DIM) tendem a se espalhar mais,

como foi observado na figura 12.

5.5 LIBERACAO IN VITRO DAS NANOCAPSULAS E DOS ATIVOS A PARTIR DOS
HIDROGEIS

O processo de liberacdo ndo se da somente em relacdo ao ativo liberado a
partir da nanocapsula, mas também da nanocapsula a partir do hidrogel. Devido a
porosidade da membrana (0,45 um) escolhida para este estudo, as nanocapsulas
podem passar intactas para o meio receptor. Para ndo ocorrer equivocos, foi

adicionado o metanol com o objetivo de verificar a existéncia de ativo sendo liberado
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ainda na forma nanoencapsulada. Nesse caso, 0 solvente organico serve para
solubilizar o polimero no qual o ativo esta encapsulado, liberando o ativo para entado
ser quantificado. Estas condigdes 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,
aliquotas do meio foram coletadas e analisadas por CLAE. A quantidade de ativo
liberada a partir dos hidrogéis foi calculada em funcéo do volume do meio receptor (6
mL) e da area da membrana. Na figura 15, encontram-se os resultados de liberacéo
do 13C a partir dos hidrogéis. Analisando estatisticamente, a incorporacao do 13C em
nanocapsulas ndo modificou o perfil de liberacdo (p > 0,05). Isto pode estar
relacionado a baixa eficiéncia de encapsulagéo, uma vez que cerca de 46% do ativo
nao esta nanoencapsulado (GERHCKE et al., 2018), e como é utilizado uma dose
infinita de formulag&o, ndo h& contato de todo hidrogel com a membrana de difuséo.
Diferentemente, no trabalho de Gerhcke e colaboradores (2018) foi avaliado o perfil
de liberacdo das suspensdes de nanocapsulas. O ensaio foi conduzido pela técnica
de difusdo em saco de dialise, e como resultado, foi observado que a
nanoencapsulacdo modificou a liberacdo do I13C, a qual ocorreu em duas etapas, uma
etapa de liberacdo rapida (efeito burst), seguida de uma liberacdo um pouco mais
lenta. Devido ao tamanho reduzido do poro, esta técnica impede a passagem da
nanoparticulas para o meio de liberacdo, sendo que somente o ativo na sua forma
livre consegue atravessar o saco de didlise e ser quantificado no meio de liberacéo
(ANDRADE; FONTANA; BECK, 2014), o que pode explicar a diferenca dos resultados
encontrados no presente trabalho, uma vez que as nanoparticulas intactas podem

atravessar a membrana de nylon.
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Figura 15- Quantidade de 13C (A) e DIM (B) liberada em funcéo da area da membrana
ao longo do tempo. Média + desvio padrédo, n=3. Significa diferenca estatistica * p <

0,05 e *** p <0,01.
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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 formulacdo HG-NC-DIM foi
significativamente superior a da formulacdo HG-DIM. Com isso pode-se dizer que a
nanoencapsulacdo do DIM contribuiu para uma mudanca no perfil de liberacao e,

devido ao fato deste bioativo ser uma molécula bastante lipofilica, tende a ficar retido
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na rede polimérica da goma de alfarroba, enquanto que associado a nanoestruturas
essa caracteristica de lipofilia € melhorada, e entdo aumenta a sua liberagéo a partir
de uma formulagdo com caracteristicas hidrofilicas. Resultados semelhantes foram
relatados por Marchiori e colaboradores (2017), onde a nanoencapsulacdo da
silibinina levou a um aumento na quantidade liberada em cerca de 5 vezes.

Em relagdo a quantidade total liberada apos as 8 h de experimento, o valor
médio obtido para HG-NC-I3C foi de 104,76 + 9,10 pg/mL e para HG-13C foi de 117,07
+ 9,54 pg/mL, os quais séo satisfatérios e demonstram que este bioativo consegue
‘deixar’ facilmente a forma farmacéutica, independentemente de estar ou nao
associado a nanocapsulas. Ja para as formulacdes de DIM, os valores médios foram
de 40,84 + 2,67 pg/mL para HG-NC-DIM e de 22,32 + 5,67 pg/mL para HG-DIM. Pode-
se notar que a formulacdo que continha o DIM nanoencapsulado liberou cerca de duas
vezes mais o ativo (p <0,05). Fazendo uma relacdo entre as quantidades totais
liberadas dos dois bioativos, é notavel que as formulagcdes contendo 13C liberaram
guantidades significativamente maiores, 0 que pode ser explicado pela baixa
eficiéncia de encapsulacdo e menor lipofilicidade deste ativo, possibilitando uma
‘saida’ mais rapida do hidrogel e tendo uma maior afinidade pelo meio receptor.

Cabe ressaltar que para este ensaio sao utilizadas doses infinitas dos hidrogéis,
portanto, ndo ha um contato de toda massa do hidrogel com a membrana de difuséo.
Por isso, pode-se dizer que por haver uma rede tridimensional da goma, o que confere
uma resisténcia ao fluxo, as nanocapsulas ou 0s ativos encontram uma certa
dificuldade em deslocar-se nessa estrutura e atingir as regidées mais proximas a
membrana, para entdo atingir o meio receptor, por isso forma-se um platd ou até
mesmo uma certa ascendéncia, conforme pode ser observado na figura 15.

Por fim, é importante salientar que as nanocapsulas sao capazes de veicular
ativos lipo e hidrofilicos, e tendem a aumentar a retencao destes na pele, promover
liberacdo sustentada, bem como modificar as caracteristicas fisico-quimicas dos
mesmos, e para formulagdes de uso topico, sdo interessantes caracteristicas tanto de
liberacdo 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 PERMEACAO CUTANEA

O conhecimento da eficacia da penetracdo de substancias através da pele é de
extrema importancia para o desenvolvimento e otimizacao de formulagcfes para uso
topico. Estudos de permeacédo cutanea sao realizados a fim de avaliar criticamente a
distribuicdo 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 interpretacéo dos resultados.

Com relacéo a distribuicdo total de I3C na pele a partir das formulagbes HG-
NC-13C e HG-I3C, esta foi de 60,03 £7,6 ug e de 34,18 + 3,97 ug, respectivamente.
Assim sendo, a nanoencapsulacdo do I13C aumentou (p < 0,05) a distribuicdo deste
ativo na pele (figura 16), o que pode ser explicado pela carga positiva das
nanoparticulas que tendem a se aderir sobre o tecido, possibilitando assim um maior
transporte. A fim de se obter uma melhor compreenséo da distribuicdo deste ativo em
cada camada da pele, a figura 17 ilustra a quantidade de I13C retido no estrato cérneo
(EC), epiderme (EPI) e derme.

Figura 16- Distribuicdo total de I3C na pele. Média + desvio padrdo, n=5. * significa
diferenca estatistica (p < 0,05).
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Figura 17- Quantidade de I13C (ug/cm?) encontrada nas diferentes camadas da pele,
estrato cérneo (EC), epiderme (EPI) e derme para as formulagdes HG-NC-13C e HG-
I3C. Média * desvio padrao, n=5. * significa diferenca estatistica (p < 0,05).
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A nanoencapsulacdo do I3C foi capaz de modificar a retencdo somente no
estrato corneo, onde o HG-NC-13C apresentou quantidades superiores (p < 0,05), o
gue pode ser explicado pelo potencial de atracdo das nanoparticulas (carga positiva)
com o estrato cérneo, que é carregado negativamente (PALACIO; BHUSHAN, 2012).
Além do mais, o estrato corneo atua como um ‘depdsito’ para as nanoestruturas,
permitindo a liberacéo gradual de ativos para as camadas subsequentes (KAHRAMAN
et al., 2017). Com relacdo a epiderme e a derme, foram encontradas quantidades
semelhantes para ambas formulacdes (p > 0,05). Cabe ressaltar que a quantidade que
penetrou na epiderme foi de 4,78 + 2,44 ug/cm? para HG-NC-13C e 6,38 + 2,17 pg/cm?
para HG-13C, esses valores sdo superiores aos comumente encontrados na literatura
(BALZUS et al.,, 2017; VENTURI et al., 2015). Beber e colaboradores (2016)
estudaram a permeacdo de hidrogéis contendo nanocapsulas de Eudragit® RS100 e
dexametasona. No referido estudo foi constatado que a nanoencapsulacdo deste
farmaco alterou significativamente a quantidade penetrada na epiderme (0,20 + 0,04
ng/cm?), no entanto, essa quantidade foi inferior a encontrada em nosso trabalho. E
importante mencionar que a epiderme e a derme sdo as camadas alvo para acéo
farmacologica de anti-inflamatérios topicos (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY,
2008).

Quanto ao meio receptor, para ambas as formula¢des, a quantificacao de 13C

foi insignificante e sem diferenca estatistica significativa entre elas, indicando que a
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nanoencapsulagao aumentou o transporte de I13C na pele, sem aumentar os riscos de
absorcao sistémica, resultados semelhantes a este s&do relatados na literatura
(BEBER et al., 2016; CONTRI et al., 2014).

Um comportamento diferente foi observado na andlise dos resultados de
permeacdo dos hidrogéis de DIM. A formulacdo HG-NC-DIM apresentou menor
guantidade (p < 0,05) de ativo retido na pele quando comparada ao HG-DIM (figura

18), o que pode ser explicado pelo papel do polimero em controlar a liberacéo.

Figura 18- Distribuicdo total de DIM na pele. Média + desvio padrao, n=5. * significa
diferenca estatistica (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 nhanoencapsulacéo foi responsavel pela
menor tendéncia do ativo de chegar a derme (p < 0,05), diminuindo assim 0s riscos
de absorcdo sistémica, semelhante ao resultado relatado por Andrade e
colaboradores (2015). Balzus e colaboradores (2017) demonstraram que
nanocapsulas de etilcelulose contendo dexametasona foram capazes de aumentar a
penetracdo na epiderme e diminuir a permeacéo na derme quando comparado a um
hidrogel comercial, isto foi atribuido a liberacéo lenta a partir da etilcelulose, mesmo
polimero utilizado no desenvolvimento das nanocapsulas de DIM. Ademais, Alves e
colaboradores (2007) ao avaliarem diferentes sistemas nanoestruturados
incorporados em hidrogéis, relataram que a presenca da parede polimérica

desempenha papel importante na penetracéo da pele, contribuindo para a retencao
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nas camadas superiores do tecido. Quanto ao meio receptor, para ambas as

formulacdes, ndo foi detectada a presenca de DIM.

Figura 19- Quantidade encontrada de DIM (ug/cm?) nas diferentes camadas da pele:
estrato corneo (EC), epiderme (EPI) e derme para as formulacfes HG-NC-DIM e HG-
DIM. Média * desvio padrdo, n=5. * significa diferenca estatistica (p < 0,05)
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De uma maneira geral, independente do ativo, a ordem decrescente de
retencdo nas camadas da pele foi: estrato corneo > epiderme > derme. Sabe-se que 0
estrato corneo é a principal barreira, sendo a porcdo mais lipofilica da pele, o que
explica a maior retencdo das nanoparticulas nesta camada. J4 a derme € a camada
mais polar da pele, desta forma, sendo hidrofébicos os ativos e as nanocapsulas,
estes terdo menor afinidade pela derme e maior afinidade pelas camadas superiores
da pele (estrato cérneo e epiderme). A retencdo de nanocapsulas nas camadas
superiores da pele ja foi relatada em alguns trabalhos (BEBER et al, 2016; DE BRUM
et al.,, 2015; MELERO et al., 2014). Ainda, a penetracdo de nanocapsulas intactas
através do estrato cérneo é insignificante (ROBERTS et al., 2017). Foi demonstrado
gue apoés a aplicacao de nanoparticulas poliméricas sobre a pele, estas se localizavam
na superficie do estrato cérneo, sulcos e aberturas dos foliculos pilosos (CAMPBELL
et al., 2013; WU et al., 2009). Assim, esses nanocarreadores podem gerar um efeito
de depdsito nessas regides da pele e ir liberando aos poucos o ativo para as camadas

viaveis (epiderme e derme). Sendo assim, pode-se inferir que os hidrogéis
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desenvolvidos em nosso trabalho, contendo as nanocépsulas, apresentaram maior
afinidade pelo estrato corneo, que atuou como ‘depdsito’ dessas nanoparticulas, e foi
liberando aos poucos os ativos, diminuindo assim os riscos de absorgéo sistémica.

Contri e colaboradores (2016) avaliaram a performance de nanocapsulas
anibnicas e catibnicas na pele humana intacta e com remocao do estrato corneo. A
partir deste estudo foi possivel observar que na pele intacta, as nanocapsulas, por
serem particulas rigidas, ficaram depositadas no estrato cérneo, ndo tendo acesso a
outras camadas. Ja na pele com remocéao de cerca de 70 % do estrato cérneo, essas
nanoparticulas conseguiram atingir a epiderme e a derme. No entanto, as
nanocapsulas catidnicas tiveram uma maior penetracao na epiderme e derme quando
comparadas as nanocapsulas anionicas, o que foi atribuido a atracdo eletrostatica
pelas camadas da pele que sao carregadas negativamente, conforme ja relatado (WU
et al., 2010).

5.7 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO

Para avaliar o potencial de irritacdo de formulacfes semissdlidas, o ICCVAM
preconiza que se aplique a formulacdo 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, at¢é mesmo do veiculo (n=6). Ndo foram observadas
alteracoes para as formulac¢des estudadas, conforme pode-se observar na figura 20,
na qual foi registrada a imagem quando aplicada a formulacdo (tempo zero) e a
imagem ap6s os 5 min, equiparando-se ao controle negativo NaCl 0,9 % (n&o-
irritante). Por outro lado, o controle positivo NaOH 0,1 M, foi classificado como
severamente irritante (El= 16,67 = 1,02), resultado ja 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 corioalantdide. MCA exposta no tempo
zero e no final de 5 min respectivamente, onde correspondem: A e B a HG-NC-I3C, C
e D A HG-NC-ORM, E e F a HG-I3C, G e H a HG-NC-DIM, | e J a HG-NC-OP, Ke L
a 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 ndao-irritantes e, portanto,
preliminarmente considerados seguros para o uso dermatoldgico. No entanto, cabe
ressaltar que o ensaio de HET-CAM nao pode e ndo deve substituir totalmente os
testes toxicolégicos em animais, mas atua como um teste de selecao, afim de reduzir
0 numero de animais utilizados. Além disso, ja foi demonstrado que este ensaio
apresenta uma boa correlacdo com o teste de Draize em coelhos (HAGINO et al.,
1999; JOBIN; DEEPTHI; SANDEEP, 2018; LUEPKE, 1985).

5.8 FOTOESTABILIDADE DOS HIDROGEIS
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Considerando que a instabilidade do 13C e DIM frente a luz j& foi relatada (LUO
et al., 2010) e a fim de confirmar o caréater protetor das nanocapsulas, foi realizado um
estudo preliminar de fotodegradacdo na lampada UVC para simular uma condi¢ao

mais drastica. Os resultados das formulac¢des contendo 13C estéo ilustrados na figura
21.

Figura 21- Porcentagem remanescente de I13C ap0s a exposicao a radiacdo UVC.
Média * desvio padréo, n=3. * significa diferenca estatistica (p < 0,05).
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Até 120 min ndo foram observadas diferencas significativas entre as
formulacdes de 13C. Apds 180 min, ficou evidente a fotoprotecdo conferida pelas
nanocapsulas. 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-13C e HG-I3C, respectivamente.
Desta forma, a nanoencapsulagdo proporcionou uma protecédo ao ativo , 0 que pode
ser atribuido ao tamanho nanométrico que é capaz de refletir a luz, e ainda ao 6leo de
rosa de mosqueta que € rico em substancias 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
fotodegradacdo do 13C associado as suspensdes de nanocapsulas (GEHRCKE, et
al., 2018), pode-se dizer que a incorporacdo no hidrogel ocasionou uma reducédo da

capacidade de fotoprotecdo. No referido trabalho, ao final de 5 h de experimento, a
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guantidade remanescente de I3C foi cerca de 85% e 20% para suspensao de
nanocapsulas e solucdo metandlica de 13C, respectivamente. Esta diferenca entre a
suspensao de nanocapsulas e hidrogel contendo as nanocapsulas pode ser atribuida
a diferencas experimentais, a interacdo da goma de alfarroba com as nanocapsulas,
reduzindo sua capacidade de dispersar/refletir a radiacéo incidente, ou a uma maior
exposicdo do 13C ao meio externo a particula, facilitando sua degradacao.

Tanto o 13C como o DIM séo bioativos com anéis aromaticos na sua estrutura,
gue possuem capacidade de absorcdo de luz UV, o que pode resultar na sua
instabilidade (LUO et al., 2013). Para as formula¢cdes contendo DIM nao foi possivel
determinar um perfil de fotoestabilidade visto que ao final da exposicdo os teores
mantiveram-se proximos de 100%. Curiosamente, ao longo do tempo experimental,
os hidrogéis exibiram alteracdo de coloracéo, o que seria um indicio de degradacéo.
Esta hipotese foi reforcada quando verificou-se que o pico cromatografico do DIM néo
estava puro. A elucidacdo deste resultado ficou prejudicada devido a limitacbes
analiticas.

Apos a aplicacao cutanea de farmacos/ativos, a exposicao a luz visivel ou UV
€ praticamente inevitavel, portanto € importante que se conheca a fotoestabilidade
destes. Nesse sentindo, Ourique e colaboradores (2011) avaliaram a fotoestabilidade
de nanocapsulas de tretinoina incorporadas em hidrogéis de Carbopol® Ultrez 10 NF
frente a radiacdo UVA, os quais apresentaram fotoestabilidade superior ao hidrogel
contendo a tretinoina ndo nanoencapsulada. Este resultado ratifica o carater de

protecdo das nanocapsulas, como também ficou evidenciado em nosso trabalho.

5.9 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS CONTENDO O 13C ATRAVES DO RADICAL ABTS

Para esta avaliacdo, utilizou-se o método descrito por Re e colaboradores
(1999), no qual o radical ABTS™ é gerado com persulfato de potassio, apresentando
coloracéo verde azulado e com absorcdo maxima em 743 nm. Depois de formado, o
radical pode ser reduzido na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio,
perdendo sua coloracao.

A capacidade antioxidante das amostras foi calculada em relagéo ao controle
positivo, 0 acido ascérbico, nas mesmas concentracdes, e 0s resultados foram

expressos como porcentagem da capacidade sequestrante. Este ensaio foi realizado
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somente para as formulagdes contendo o I13C, uma vez que para as formulacdes de
DIM este ensaio ja 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 formulagcdo NC-I3C é
semelhante ao controle positivo (p > 0,05) nas concentracdes de 10 e 5 pg/mL, com
capacidade sequestrante cerca de 95-90 %. Ao compararmos as diferentes
formulacdes, € possivel observar que em todas as concentracfes a formulagdo NC-
I3C mostrou-se superior ao 13C ndo nanoencapsulado (p < 0,05), o que pode ser
atribuido ao tamanho nanométrico, que fornece uma maior superficie de contato,
deixando os grupos doadores de hidrogénio em estreita proximidade com o radical
ABTS, conforme ja mencionado em outros estudos que avaliaram a
nanoencapsulacao de ativos (KUMAR et al., 2015; LI et al., 2018; MARCHIORI et al.,
2017; WU et al., 2008). Com relacdo ao ORM nanoencapsulado (NC-ORM) e 0 ORM
na forma livre, ndo foram verificadas diferencas significativas (p > 0,05) entre as duas
amostras. Este resultado esta de acordo com o trabalho de Gehrcke e colaboradores
(2018), no qual a nanoencapsulacdo do ORM ndo aumentou a capacidade
sequestrante, na faixa de concentracdo de 10 a 75 pg/mL.

A capacidade de eliminacédo de radicais livres do I3C ja foi determinada por
Arnao e colaboradores (1996), os quais também utilizaram o radical ABTS. A partir
deste estudo foi constatado que a adi¢cao do 13C leva ao desaparecimento do radical,
dependente da concentragéo, e é possivel devido a presenca dos grupos N-H e O-H
em sua estrutura, conhecidos como grupos doadores de hidrogénio necessarios para
reagir com os radicais livres. Além disso, o I13C foi capaz de formar adutos com

eletréfilos ou radicais livres.
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Figura 22- Capacidade sequestrante do radical ABTS. Cada barra significa média +
desvio padrao (n=6) (ANOVA de uma via, seguida do teste de Bonferroni). * significa
diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo (p < 0,05); & significa diferenca
estatistica entre amostras e NC-I13C (p < 0,05).
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Ainda no trabalho de Gehrcke e colaboradores (2018) foi constatado o aumento
na eliminacéo de radicais livres pelo I3C nanoencapsulado, utilizando as mesmas
formulacdes do presente trabalho. No entanto, no referido estudo prévio, o ensaio foi
feito com o radical DPPH. Resultados semelhantes sédo encontrados na literatura.
Kumar e colaboradores (2015) demonstraram que nanoparticulas 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, nanoparticulas de ouro
contendo kaempferol apresentaram maior potencial de eliminacdo de radicais do que
o ativo livre. Essas melhoras podem ser explicadas pelo tamanho na escala
nanométrica, que aumenta a superficie de contato, deixando os grupos doadores de
hidrogénio proximos a molécula do DPPH (SRINIVAS RAGHAVAN et al., 2015),

corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.
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5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.10.1 Edema de orelha induzido pela aplicacao topica de 6leo de créton

O dleo de créton (OC) foi empregado como agente irritante para induzir um
processo inflamatorio nas orelhas de camundongos, a fim de avaliar o efeito
antiedematogénico tépico dos hidrogéis desenvolvidos. Seis horas ap6s a sua
aplicagdo, o OC aumentou a espessura da orelha dos animais, com efeito
edematogénico maximo de 99 + 11 ym comparado ao grupo naive (19 + 6 ym). Os
hidrogéis testados reduziram efetivamente o edema de orelha com inibicées méaximas
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, 0
efeito antiedematogénico topico dos hidrogéis HG-NC-13C, HG-DIM e HG-NC-DIM foi
similarmente eficaz (p > 0,05) ao controle positivo, 0 acetato de dexametasona,
comumente usado no tratamento de doengas inflamatorias de pele.

Além disso, o efeito anti-inflamatorio topico dos hidrogéis sobre a infiltracdo de
leucocitos ao tecido inflamado foi avaliado histologicamente (figuras 24 e 25). A
aplicacao topica do OC na orelha dos camundongos aumentou a infiltracéo de células
inflamatorias (69 + 3 células polimorfonucleares/campo), quando comparada ao grupo
naive (24 £ 2 células polimorfonucleares/campo). Todos os hidrogéis testados, com
excecdo do veiculo, foram capazes de reduzir a infiltracao de células inflamatorias (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 0 grupo nao
tratado (OC). Este efeito foi similar aquele apresentado pelo controle positivo, acetato

de dexametasona (34 + 3 células polimorfonucleares/campo).
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Figura 23 - Efeito antiedematogénico tépico dos hidrogéis na inflamacdo cutanea
induzida por 6leo de créton em camundongos. Todas as formulacdes (15 mg/orelha)
foram aplicadas imediatamente apos a administracao de 6leo de créton. O edema de
orelha foi avaliado 6 h apds a administracdo topica do 6leo de créton. Cada barra
representa a média + EPM (n = 6); ##p < 0,001 mostra diferenca significativa quando
comparado ao grupo naive. **p < 0,001 e *p < 0,05 mostra diferenca significativa
guando comparado ao grupo nao tratado (6leo de créton). ANOVA uma via, seguido
pelo teste de Bonferroni.
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Figura 24 - Efeito das formula¢des semissélidas aplicadas topicamente na infiltracédo
de células inflamatérias induzida pelo agente irritante 6leo de créton. Fotomicrografia
de luz representativa da orelha dos camundongos 6 h apés a aplicacdo de 6leo de
créton ou 6leo de croton + tratamentos (coloragcdo hematoxilina-eosina, objetivas de
20x e 40x). As setas indicam as células polimorfonucleares. A: naive; B: 6leo de
croton; C: 6leo de croton + veiculo; D: 6leo de croton + HG-13C; E: 6leo de croton +
HG-NC-I3C; F: dleo de créoton + HG-DIM; G: oleo de créton + HG-NC-DIM; H: 6leo de
croton + acetato de dexametasona 1,0%. Barra de escala de 50 pum.
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Figura 25- Quantificacao de células polimorfonucleares por campo do tecido auricular
de camundongos 6 h apds a aplicacdo de 6leo de créton ou Oleo de créton mais
tratamentos. Cada barra representa a média + EPM (n = 6); #### p <0,0001 mostra
diferenca significativa quando comparado ao grupo naive. ** p <0,01 e **** p <0,0001
mostram diferenca significativa quando comparado ao grupo néo 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 inflamacéo cutanea em roedores, evidenciada por eritema,
edema e infiltracdo de células inflamatorias (STANLEY et al., 1991; PIANA et al.,
2016). O I3C e o DIM séao bioativos que vem sendo estudados em funcédo de suas
atividades biol6gicas, como antioxidante e anti-inflamatoria (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 reducdo do edema de orelha e infiltracdo
leucocitaria. Este resultado pode ser atribuido ao fato de que ativos associados a
nanocapsulas necessitam de mais tempo para evidenciar seu efeito, uma vez que a
nanoencapsulacdo promove um controle na liberacdo dos ativos.

O protocolo experimental utiliza 15 mg de formulacdo, essa quantidade foi
definida como a quantidade suficiente para cobrir toda a orelha do camundongo. Cabe
ressaltar que o0s hidrogéis desenvolvidos em nosso trabalho apresentam

concentragOes diferentes, no entanto, foi aplicada a mesma quantidade por orelha (15
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mg de formulacao). Entdo, para os hidrogéis de I3C foi aplicada uma dose de 7,5 ug
do ativo e para os hidrogéis de DIM a dose foi de 15 pg. Apesar da dose de ativo das
formulagbes HG-13C e HG-NC-I13C ser a metade da dose das formulagbes contendo
DIM, estas conseguiram inibir o edema de orelha similarmente as formulacdes HG-
DIM e HG-NC-DIM. Ademais, o efeito anti-inflamatoério topico do hidrogel contendo o
I3C nanoencapsulado foi semelhante ao controle positivo, no qual foi utilizada uma
dose superior (15 pg).

Ainda, cabe mencionar que para solubilizacdo dos ativos, nos hidrogéis HG-
I3C e HG-DIM foi utilizado o solvente organico DMSO (10%), o qual é considerado um
potencializador de penetracdo (MARREN, 2015), o que pode ter contribuido para um
rapido efeito antiedematogénico. Sabe-se que o0s solventes organicos tém a
capacidade de causar rompimento e remocdo de lipidios do estrato cdérneo,
comprometendo assim a funcao de barreira da pele. Esta agressdo contra o estrato
coérneo pode desencadear a penetracdo de agentes externos que podem vir a causar
irritacdo, alergias e ressecamento (BOUWSTRA e HONEYWLL-NGUYEN, 2002). Isso
se torna ainda mais preocupante quando se tem uma formulagcéo de uso diario e que
pode ser utilizado por um maior periodo de tempo. No estudo de Simon e
colaboradores (2009), foi demonstrado que a aplicacdo topica de DMSO no joelho por
12 semanas, causou um ressecamento da pele no local aplicado. Foi utilizado DMSO
na concentracao de 2,3 ou 45,5 %, sendo este feito adverso relatado em 3,2 e 11,2 %
dos voluntarios, respectivamente. Por isso, considerando essas possiveis
inconveniéncias do DMSO, os hidrogéis HG-I3C e HG-DIM néo sédo considerados os
mais promissores.

Por fim, ainda nao foram testadas as formulacées HG-NC-ORM e HG-NC-OP.
Sera submetido um adendo ao CEUA para solicitar a inclusdo destas formulacoes,
uma vez que as nanocapsulas brancas podem ter efeito anti-inflamatério devido ao
potencial anti-inflamatorio dos 6leos constituintes do nucleo das nanocapsulas, como
ja demonstrado em outro trabalho do grupo (MARCHIORI et al., 2017).

5.10.2 Edema de orelha induzido por radiagcdo UVB
Neste ensaio, utilizamos a radiacdo UVB para induzir dano inflamatério na

orelha de camundongos. Apés 24h, a radiacdo UVB aumentou a espessura da orelha

dos animais, com efeito edematogénico maximo de 87 + 14 ym, comparado ao grupo
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naiive (9 = 3 ym). Todos os hidrogéis testados, com excec¢do do veiculo e do HG-DIM
reduziram efetivamente o edema de orelha, com inibi¢do méaxima 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 apods a radiacdo UVB, o efeito antiedematogénico continuou a ser
observado apenas para as formulagdes contendo os ativos nanoencapsulados, HG-
NC-I3C (inibicdo méxima de 31 + 6 %) e HG-NC-DIM (inibicdo maxima de 33 + 8 %),
demonstrando que esses sistemas contribuem para uma modificagéo no perfil de acéo
in vivo. Esse prolongamento do efeito pode estar associado com a capacidade das
nanocapsulas ficarem retidas nos foliculos pilosos, que atuam como um reservatério
de nanoparticulas, liberando gradativamente o ativo nanoencapsulado. Ademais, nos
estudos de permeacéo cutanea foi verificado que as formulagdes contendo os ativos
nanoencapsulados ficaram retidos significativamente mais no estrato corneo,
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 antiedematogénico tépico dos hidrogéis na inflamacdo cutanea
induzida pela radiacdo UVB. Todas as formula¢cbes (15 mg/orelha) foram aplicadas
imediatamente apoés a irradiacdo. O edema de orelha foi avaliado em 24, 48 e 72 h
apos a irradiacdo. Cada barra representa a média + EPM (n = 6); ##p < 0,001 mostra
diferenca significativa quando comparado ao grupo naive. **p < 0,001 e *p < 0,05
mostra diferenca significativa quando comparado ao grupo nao tratado. ANOVA uma
via com medida repetida, seguido pelo teste de Bonferroni.
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Através da andlise histolégica (figura 27) foi verificada a capacidade dos
hidrogéis em reduzir a infiltracdo de leucdcitos no tecido inflamado, 24 h apos a orelha
direita dos animais ser submetida a radiacdo. A radiacdo UVB aumentou a infiltracdo
de células inflamatérias (73 + 4 células polimorfonucleares/campo), quando
comparada ao grupo naive (25 + 1 células polimorfonucleares/campo). Todos os
hidrogéis testados, com excecdo do veiculo, reduziram a infiltracdo de células
inflamatorias (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 nao 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 formulacdes semissélidas aplicadas topicamente na infiltracéo
de ceélulas inflamatérias induzida pela radiagdo UVB. Fotomicrografia de luz
representativa da orelha dos camundongos 24 h apés a irradiacdo ou irradiagdo +
tratamentos (coloragcédo hematoxilina-eosina, objetivas de 20x e 40x). As setas indicam
as células polimorfonucleares. A: naive; B: UVB; C: UVB + veiculo; 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 pum.
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Figura 28- Quantificacao de células polimorfonucleares por campo do tecido auricular
de camundongos 24 h apos a irradiacdo mais tratamentos. Cada barra representa a
média + EPM (n = 6); ### p <0,001 mostra diferenca significativa quando comparado
ao grupo naive. ** p <0,01 e *** p <0,001 mostram diferenca significativa quando

comparado ao grupo nao tratado. ANOVA uma via, seguido pelo teste de Bonferroni.
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As principais consequéncias da exposi¢cao inadequada a radiacdo ultravioleta
sao inflamacédo de pele, imunossupresséao e desenvolvimento de estresse oxidativo
(AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005). O edema é reconhecido como o primeiro sinal e
um marcador de inflamacdo da pele, resultando primeiramente do aumento da
permeabilidade vascular e proliferacdo dos queratindcitos epidérmicos (MEDZHITOV
2008; XU et al., 2016). Demonstramos aqui que, em 24 h apos a radiacdo UVB, as
fomulacBes semissélidas HG-13C, HG-NC-13C e HG-NC-DIM reduziram o edema de
orelha induzido pela radiacdo UVB, sugerindo que essas formulacdes podem inibir
algumas respostas inflamatérias da pele causadas pela exposicdo a radiacdo UVB.
Em 48 h apdés a radiacdo UVB, foi verificado um prolongamento do efeito
antiedematogénico somente para os hidrogéis contendo os ativos nanoencapsulados.

Com base no efeito prolongado obtido pelos hidrogéis contendo as nanocapsulas, é
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possivel propor aplicagdes menos frequentes, o que facilitaria a adeséo dos pacientes
ao tratamento e reduziria 0s custos associados ao mesmo.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com outros estudos que
relataram propriedades anti-inflamatdria promissoras destes bioativos (JIANG et al.,
2013; KIM et al., 2010). No estudo de Jiang e colaboradores (2013), a agédo anti-
inflamatéria do 13C foi dada pela inibicdo da liberacdo do TNF-a e IL-13, bem como
de outras citocinas proé-inflamatorias. Também ja foi demonstrado que este bioativo é
capaz de reduzir a expressao da enzima pré-inflamatoria, INOS (ROSTOKA et al.,
2010). Desta forma, o I3C pode ser considerado um agente anti-inflamatorio
promissor.

A atividade anti-inflamatéria promovida pelo DIM pode estar atribuida a inibicéo
da via transcricional inflamatéria NF-kB, como ja foi relatado anteriormente (DONG et
al., 2010; KIM et al., 2010; MARUTHANALIA et al., 2014). Em células ndo estimuladas,
o dimero NF-kB é encontrado no citoplasma celular na forma inativa, devido a sua
associacao com proteinas inibitérias da familia IkB. Estimulos inflamatorios induzem
a fosforilagdo e consequente degradacao proteossomal do IkB, o que permite que o
NF-kB seja translocado para o interior do nucleo celular e ative a transcrigdo génica
de mediadores e enzimas relacionados a inflamacao. Desta forma, inibidores desta
via transcricional inflamatoria podem ser uUteis como agentes anti-inflamatorios
(CHANG et al., 2012; TAK, FIRESTEIN, 2001; ISRAEL, 2010). Além do mais, ja foi
relatado que a aplicacdo topica de uma solucéo de DIM foi capaz de inibir em 41% a
formacdo do edema, provocado pela aplicacdo tépica de TPA. Esse resultado foi
pré-inflamatérias, incluindo COX-2 e iNOS (KIM et al., 2010).

Apesar dos dois bioativos terem sido eficazes na reducdo do edema e
infiltracdo leucocitaria, da mesma forma que no experimento do OC, neste ensaio, foi
aplicada uma dose de 7,5 ug de I13C e para os hidrogéis de DIM a dose foi de 15 ug.
Apesar da dose de 13C ser a metade da dose das formulacfes contendo o DIM, estas
conseguiram inibir o edema similarmente. Por fim, sera submetido um adendo para o
CEUA para solicitar a inclusdo das formulacées HG-NC-ORM e HG-NC-OP, uma vez
gue as nanocapsulas brancas podem ter efeito anti-inflamatério, conforme

mencionado anteriormente.
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6. CONCLUSOES

e Neste trabalho foram desenvolvidos hidrogéis contendo nanocapsulas de 13C
e DIM, os quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para
a aplicacéo cutanea;

e Os hidrogéis apresentaram comportamento de fluxo nao-newtoniano
pseudoplastico;

e A nanoencapsulagdo dos ativos levou a uma maior retencdo na epiderme,
camada alvo para o tratamento de doencas inflamatorias de pele;

e Através do ensaio HET-CAM, as formulacdes demonstraram ser nao-irritantes;

e Os hidrogéis contendo as nanocapsulas de I3C possibilitaram um aumento na
fotoestabilidade deste ativo frente a luz UVC;

e A nanoencapsulacdo do I3C potencializou a capacidade sequestradora de
radicais livres;

e No modelo de dermatite de contato todas as formulacdes foram eficazes na
reducdo do edema e infiltracdo leucocitaria, apresentando resultado similar a
dexametasona;

e No modelo da radiacdo UVB, em 24 h a nanoencapsulacdo manteve o efeito
anti-inflamatoério, 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 opc¢ao terapéutica para o tratamento de desordens
inflamatdrias de pele. O prolongamento do efeito anti-inflamatério obtido pelas
nanocapsulas, possibilita propor aplicacdes menos frequentes, o que facilitaria a

adesdao ao tratamento.



88

REFERENCIAS

ABDEL-MOTTALEB, M. M. et al. Nanomedicine strategies for targeting skin
inflammation. Nanomedicine, v. 9, n.11, p. 1727-1743, 2014.

AHMAD, A.; SAKR, W. A.; RAHMAN, K. W. Mechanisms and therapeutic
implications of cell death induction by indole compounds. Cancers, v. 3, n. 3, p.
2955-74, 2011.

AFAQ, F.; ADHAMI, V. M.; MUKHTAR, H. Photochemoprevention of ultraviolet B
signaling and photocarcinogenesis. Mutation Research, v. 571, p. 153-173, 2005.

AGGARWAL, B. B.; ICHIKAWA, H. Molecular targets and anticancer potential of
indole-3-carbinol and its derivatives. Cell cycle, v. 4, n. 9, p. 1201-1215, 2005.

ALMEIDA, J. S. et al. Oil-based nanopatrticles containing alternative vegetable oils
(grape seed oil and almond kernel oil): preparation and characterization. Latin
american journal of pharmacy, v. 28, n. 2, p. 165-172, 20009.

ALVAREZ-ROMAN, R. et al. Skin penetration and distribution of polymeric
nanoparticles. Journal of Controlled Release, v.99, p. 53-62, 2004.

ALVES, F. R. S.; BARREIRO, E. J.; FRAGA, C. A. M. From Nature to Drug
Discovery: The Indole Scaffold as a ‘Privileged Structure’. Mini-Reviews in
Medicinal Chemistry, v.9, p. 782-793, 2009.

ALVES, M. P.; POHLMANN, A. R.; GUTERRES, S. S. Semisolid topical formulations
containing nimesulide-loaded nanocapsules, nanospheres or nanoemulsion:
developmente and rheological characterization. Pharmazie, v.60, p. 63-67, 2005.

ALVES, M. P.; SCARRONE, A. L.; SANTOS, M.; POHLMANN, A. R.; GUTERRES,
S. S. Human skin penetration and distribution of nimesulide from hydrophilic gels
containing nanocarriers. International Journal of Pharmaceutics, v. 341, p. 215—-
220, 2007.

ANDRADE, D. F.; FONTANA, M. C.; BECK, R. C. R. Evaluation of Three Synthetic
Membranes as Limiting Barrier for in vitro drug release studies from hydrogels
containing polymeric nanocapsules. Current Nanoscience, v. 10, p. 367-373, 2014.

ANVISA. Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos. In: Série Qualidade em
Cosmeéticos. v.1, p. 52, 2004.

ARGENTA, D. F. et al. In vitro evaluation of mucosa permeation/retention and
antiherpes activity of genistein from cationic nanoemulsions. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology, v. 16, p.1282-1290, 2016.

ARNAO, M.; SANCHEZ-BRAVO J., ACOSTA, M. Indole-3-carbinol as a scavenger of
free radicals. Biochemistry and Molecular Biology International, v. 39, p. 1125-
1134, 1996



89

AULTON, M. E. Delineamento de formas farmacéuticas. 42 ed. Artmed: Porto
Alegre, 2016.

BALESTRIN, L. A. et al. Protective effect of a hydrogel containing Achyrocline
satureioides extract-loaded nanoemulsion against UV-induced skin damage. Journal
of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 163, p. 269-276, 206.

BALZUS, B. et al. Formulation and ex vivo evaluation of polymeric nanopatrticles for
controlled delivery of corticosteroids to the skin and the corneal epithelium.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 115, p.122-130,
2017.

BANERJEE, S. et al. Attenuation of multi-targeted proliferation-linked signaling by
3,3’-diindolylmethane (DIM): From bench to clinic. Mutation Research, v.728, p. 47—
66, 2011.

BARAK, S.; MUDGIL, D. Locust bean gum: Processing, properties and food
applications—A review. International Journal of Biological Macromolecules, v.55,
p. 74-80, 2014.

BARREIRO, E. J.; BOLZANI, V. S. Biodiversidade: fonte potencial para a descoberta
de farmacos. Quimica Nova, v. 32, n. 3, p.679-688, 2009.

BEBER, T. C. et al. Cationic Polymeric Nanocapsules as a Strategy to Target
Dexamethasone to Viable Epidermis: Skin Penetration and Permeation Studies.
Journal of Nanoscience and Nanotechnology, v. 16, p.1331-1338, 2016.

BECK, R. C. R.; GUTERRES, S. S; POHLMANN, A. R. Editors. Nanocosmetics and
Nanomedicine — new approaches for skin care. Springer: Berlin, 2011.

BECKER, P.F.L. Inflamacéo. In: Patologia Geral, Brasil: Sarvier, p.140-193, 1997.

BETTONI, C. C. et al. Isotretinoin-loaded nanocapsules: Stability and cutaneous
penetration by tape stripping in human and pig skin. Journal of Biomedical
Nanotechnology, v.8, n.2, p. 258-271, 2012.

BHATEJA, P. et al. Topical drug delivery by a polymeric nanosphere gel: Formulation
optimization and in vitro and in vivo skin distribution studies. Journal of Controlled
Release, v. 149, p. 159-167, 2011.

BHOWMIK, A. et al. Anti-SSTR2 peptide based targeted delivery of potent PLGA
encapsulated 3,3’-diindolylmethane nanoparticles through blood brain barrier
prevents glioma progression. Oncotarget, v. 8, p. 65339-65358, 2017.

BOLLER, S. et al. Anti-inflammatory effect of crude extract and isolated compounds
from Bacchatris illinita DC in acute skin inflammation. Journal of
Ethnopharmacology, v. 130, p. 262-266, 2010.

BONNEVILLE, M. et al. Skin Contact Irritation Conditions the Development



90

and Severity of Allergic Contact Dermatitis. Journal of Investigative Dermatology,
v. 127, p. 1430-1435, 2007.

BORGHETTI, G. S., KNORST, M. T. Desenvolvimento e avaliacdo da estabilidade
fisica de lo¢cdes O/A contendo filtros solares. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 42, p. 1- 7, 2006.

BOUWSTRA, J. A.; HONEYWELL-NGUYEN, P. I. Skin structure and mode of action
of vesicles. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 54, p 41-55, 2002.

BRASIL, Conselho Federal De Medicina Veterinaria. Resolu¢gao Normativa n® 37, de
15 de fevereiro de 2018. Disp&e sobre procedimentos e métodos de eutanasia em
animais e da outras providéncias. Brasilia, 2018.

BRUM, T. F. et al. Ethnopharmacological study and topical anti-inflammatory activity
of crude extract from Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza leaves. Journal of
Ethnopharmacology, v. 193, p. 60-67, 2016.

BURBACH, G. J; ANSEL, J.C.; ARMSTRONG, C.A. Cytokines in the skin. In: the
Biology of the Skin. 1 ed. The New York:Parthenon Publishing Group, p. 299-3319,
2000.

CAMARGO, F. B.; GASPAR, L. R.; CAMPOS, P. M. B. G. M. Immediate and long-
term effects of polysaccharides-based formulations on human skin. Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences, v.48, p.548-555, 2012.

CAMPBELL, C. S. J. et al. Objective assessment of nanopatrticle disposition in
mammalian skin after topical exposure. Journal of Controlled Release, v. 162, p.
201-207, 2012

CASTRO et al. Guia Pratico para o Manejo da Dermatite Atdpica — opinido conjunta
de especialistas em alergologia da Associacao Brasileira de Alergia e
Imunopatologia e da Sociedade Brasileira de Pediatria. Revista Brasileira Alergia e
Imunopatologia, v. 29, n.6, 2006.

CERVI, V. F. Desenvolvimento de formulagfes semissdlidas a base de
nanoemulsdes de 6leo de roma contendo cetoprofeno. Trabalho de Concluséo
de Curso- Universidade Federal de Santa Maria. Santa Maria, RS, 2017.

CHASSOT, J. M. et al. Beclomethasone dipropionate-loaded polymeric
nanocapsules: development, in vitro cytotoxicity, and in vivo evaluation of acute lung
injury. Journal of nanoscience and nanotechnology, v. 15, n. 1, p. 855-64, 2015.
CHAVES, G.E et al. Estudio preliminar de la prescripcion indiscriminada de
corticoesteroides tdpicos en medicina general. Dermatologia Revista Mexicana,
v.57, p. 433-437, 2013.

CHORILLI, M. et al. Desenvolvimento e estudos preliminares de estabilidade de
formulacdes fotoprotetoras contendo Granlux GAI-45 TS. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 27, n. 3, p. 237-246, 2006.



91

CONTRI, R. V. et al. Vegetable oils as core of cationic polymeric nanocapsules:
influence on the physicochemical properties. Journal of experimental
nanoscience, v. 8, p. 913-924, 2012.

CONTRI, R. V. et al. The use of nanoencapsulation to decrease human skin irritation
caused by capsaicinoids. International Journal of Nanomedicine, v. 9, p. 951-962,
2014.

CONTRI, R. V. et al. Skin penetration and dermal tolerability of acrylic nanocapsules:
Influence of the surface charge and a chitosan gel used as vehicle. International
Journal of Pharmaceutics, v. 507, p. 12-20, 2016.

CORREA, N. M. et al. Avaliagdo do comportamento reoldgico de diferentes géis
hidrofilicos. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 41, n. 1, p. 73-78,
2005.

COVIELLO, T. et al. Two galactomannans and scleroglucan as matrices for drug
delivery: Preparation and release studies. European Journal of Pharmaceutics
and. Biopharmaceutics, v.66, p. 200-209, 2007.

COVIELLO, T. et al. Gel-embedded niosomes: Preparation, characterization and
release studies of a new system for topical drug delivery. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v. 125, p. 291-299, 2014.

DALCIN, A. J. F.; OURIQUE, A. F.; GOMES, P. Cationic nanocapsules containing
Eudragit RS100® and its potential for application in nanomedicine. Disciplinarum
Scientia, v. 18, n. 3, p. 545-566, 2017.

DA SILVEIRA E. F. et al. Ketoprofen-loaded polymeric nanocapsules selectively
inhibit cancer cell growth in vitro and in preclinical model of glioblastoma multiforme.
Invest New Drugs, v. 31, p. 1424 - 1435, 2013.

DIANZANI, C. et al. Drug delivery nanopatrticles in skin cancers. Bio Medical
Research International, v. 2014, p. 1-13, 2014.

DEBENEDICTS, C. et al. Immune functions of the skin. Clinical Dermatology, v.19,
p. 573-585, 2001.

DE BRUM, T. L. et al. Polymeric nanocapsules and lipid-core nanocapsules have
diverse skin penetration. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, v. 15, p.
773-780, 2015.

DE LIMA, J. A. et al. Novel Pemulen/Pullulan blended hydrogel containing
clotrimazole-loaded cationic nanocapsules: Evaluation of mucoadhesion and vaginal
permeation.

Materials Science and Engineering: C, v. 79, p. 886-893, 2017.

DEEPTHI, S.; JOBIN, J. Novel hydrogel-based ocular drug delivery system for the
treatment of conjunctivitis. International Ophthalmology, p.1-12, 2018.



92

DE YOUNG, L. M. et al. Edema and cell infiltration in the phorbol ester-treated
mouse ear are temporally separate and can be differentially modulated by
pharmacologic agents. Agents Actions, v. 26, p. 335-341, 1989.

DIMER, F. A. et al. Impactos da nanotecnologia na saude: producao de
medicamentos. Quimica Nova, v. 36, n. 10, p 1520-1526, 2013.

DONG, L. et al. 3,3’-Diindolylmethane attenuates experimental arthritis and
osteoclastogenesis. Biochemical Pharmacology, v. 79, p. 715-721, 2010.

DRAIZE, J.; WOODARD, G.; CALVERY, H. Methods for the study of irritation and
toxicity of substances applied topically to the skin and mucous membranes. Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.82, p. 377-390, 1944.

EBERTING, C. L. Irritant Contact Dermatitis: Mechanisms to Repair. Journal of
Clinical & Experimental Dermatology Research, v.5, p. 1-8, 2014.

EL-NAGA, R.N. et al. Effects of indole-3-carbinol on clonidine-induced neurotoxicity
in rats: Impact on oxidative stress, inflammation, apoptosis and monoamine levels.
Neurotoxicology v. 44, p. 48-57, 2014.

FAN, S. et al. Low concentrations of diindolylmethane, a metabolite of indole-3-
carbinol, protect against oxidative stress in a BRCAl-dependent manner. Cancer
Research, v. 69, p. 6083-6091, 2009.

FELDMAN, S. R. et al. Psoriasis: improving adherence to topical therapy. Journal of
American Academy of Dermatology, v. 59, p. 1009-1016, 2008.

FERREIRA, A. O. Guia Pratico da Farmacia Magistral. 32 ed. Pharmabooks: Séo
Paulo, 2008.

FESSI, H. et al. Nanocapsule formation by interfacial polymer deposition following
solvent displacement. International journal of pharmaceutics, v. 55, n. 1, 1989.

FRANK, L. A. et al. Improving drug biological effects by encapsulation into polymeric
nanocapsules. WIREs Nanomedicine Nanobiotechnology, v. 7, p. 623-639, 2015.

FIRESTEIN, G.S.; GOLDMAN, L.; ANSIELLO, D. Mechanisms of inflammation and
tissue repair. Textbook of Medicine, 22 ed., p. 227, 2004.

FRANCO, D. et al. Applicability of NIR spectroscopy to determine oil and other
physicochemical parameters in Rosa mosqueta and Chilean hazelnut. European
Food Research and Technology, v. 222, p. 443-450, 2006.

FREINKEL, R.; WOODLEY, D. The biology of the skin. Taylor & Francis, 2001.
FONTANA, M.C. et al. Nanoencapsulation as a way to control the release and to

increase the photostability of clobetasol propionate: Influence of the nanostructured
system. Journal of Biomedical Nanotechnology, v. 5, p. 254-263, 2009.



93

FONTANA, M.C. et al. Improved efficacy in the treatment of contact dermatitis in rats
by a dermatological nanomedicine containing clobetasol propionate. European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 79, p. 241-249, 2011.

GARG, A. et al. Spreading of semisolid formulations - an update. Pharmaceutical
Technology, 2002.

GEHRCKE, M. et al. Enhanced photostability, radical scavenging and antitumor
activity of indole-3-carbinol-loaded rose hip oil nanocapsules. Materials Science &
Engineering. C, Biomimetic Materials, Sensors and Systems, v. 74, p. 279-286,
2017.

GEHRCKE, M. et al. Nanocapsules improve indole-3-carbinol photostability and
prolong its antinociceptive action in acute pain animal models. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, v.111, p.133-141, 2018.

GHEDIRA, K.; GOETZ, P. Primula veris L. (Primulaceae): Primevere officinale.
Phytothérapie, v.11, p. 258-261, 2013.

GUTERRES, S. S.; ALVES, M. P.; POHLMANN, A. R. Polymeric nanoparticles,
nanospheres and nanocapsules, for cutaneous applications. Drug Target Insights,
V. 2, p. 147-157, 2007.

HAGINO, S. et al. Interlaboratory validation of in vitro eye irritation tests for cosmetic
ingredients. (2) Chorioallantoic Membrane (CAM) Test. Toxicology in vitro, v. 13, p.
99-113, 1999.

HEADLAN, S. E.; NORLING, L. V. The resolution of inflammation: Principles and
challenges. Seminars in Immunology, p. 1-12, 2015.

HIGDON, J. V. et al. Cruciferous vegetables and human cancer risk: epidemiologic
evidence and mechanistic basis. Pharmacological research, v. 55, n. 3, p. 224—
236, 2007.

ICCVAM. Recommended Test Method Protocol: Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM) Test Method. Appendix B3 of ICCVAM Test Method
Evaluation Report: Current Validation Status of In Vitro Test Methods Proposed
for Identifying Eye Injury Hazard Potential of Chemicals and Products. NIH
Publication n.10-7553, 2010.

ISABELLA, S.; MIRUNALINI, S. Protective effect of 3,3'-Diindolylmethane
encapsulated chitosan nanoparticles prop up with lipid metabolism and
biotransformation enzymes against possible mammary cancer. Journal of Applied
Pharmaceutical Science, v.7, p. 194-201, 2017.

ISRAEL, A. The IKK Complex, a Central Regulator of NF-kB Activation. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, v. 2, p. 1-14, 2010.



94

IQBAL, B.; ALI, J.; BABOOLA, S. Recent advances and development in epidermal
and dermal drug deposition enhancement technology. International Journal of
Dermatology, v. 57, n.6, p. 646-660, 2018.

JAHANGIRI, A.; BARGHI, L. Polymeric nanoparticles: review of synthesis
methods and applications in drug delivery. Journal of Advanced Chemical and
Pharmaceutical Materials, v. 1, n.2, p. 38-47, 2018.

JIANG, J. et al. Indole-3-carbinol inhibits LPS-induced inflammatory response by
blocking TRIF-dependent signaling pathway in macrophages. Food and Chemical
Toxicology, v. 57, p. 256261, 2013.

JOBIN, J.; DEEPHTI, S.; SANDEEP, D. S. Methods for Testing Ocular Toxicity:
Current Status. Research Journal of Pharmacy and Technology, v. 11, p. 1499-
1504, 2018.

KAHRAMAN, E.; GUNGOR, S.; OZSOY, Y. Potential enhancement and targeting
strategies of polymeric and lipid-based nanocarriers in dermal drug delivery.
Therapeutic Delivery, v. 8, p.967-985, 2017.

KATARE, O. P. et al. Novel drug delivery systems in topical treatment of psoriasis:
rigors and vigors. Indian Journal of Dermatology, Venereology and Leprology, V.
76, p. 612-621, 2010.

KHAVKIN, J.; ELLIS, D. A. F. Aging Skin: Histology, Physiology, and Pathology.
Facial
Plastic Surgery Clinics of North America, v. 19, p. 229-234, 2011.

KIM, E, J. et al. 3,3’-Diindolylmethane Suppresses 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
Acetate-Induced Inflammation and Tumor Promotion in Mouse Skin via the
Downregulation of Inflammatory Mediators. Molecular carcinogenesis, v. 49, p.
672—-683, 2010.

KIM, H. Y. et al. 3,3-Diindolylmethane Attenuates Colonic Inflammation and
Tumorigenesis in Mice. Inflammatory Bowel Diseases, v.15, p. 1164, 2009.

KIM, 1. Y., HE, Y. Y. Ultraviolet radiation-induced non-melanoma skin cancer:
regulation of DNA damage repair and inflammation. Genes & Diseases, v. 1, p. 188-
198, 2014.

KIM, J. et al. Rheological properties and microstructures of Carbopol gel network
system. Colloid and Polymer Science, v. 281, n. 7, p. 614-623, 2003.

KIM, J. K.; PARK, S. U. Current results on the biological and pharmacological
activities of indole-3-carbinol. EXCLI Journal Experimental and Clinical Sciences,
v. 17, p. 181-185, 2018.

KISELEV. V.; KLINSKIY, E.; LEE, S.; MUYZHNEK, E.; SEMOV, A., et al. Polymer
Based Nano-Formulation of Diindolylmethane with High Oral Bioavailability. Journal
of Nanomedicine and Nanotechology, v. 4, p. 162, 2013.



95

KOSTNER, L. et al. Allergic Contact Dermatitis. Inmunology and Allergy Clinics of
North American, v. 37, p. 141-152, 2017.

KOTAS, M. E.; MEDZHITOV, R. Homeostasis, Inflammation and Disease
Susceptibility. Cell, v.160, p. 816-827, 2015.

KUMAR, S. P. et al. Antioxidant studies of chitosan nanoparticles containing
naringenin and their cytotoxicity effects in lung cancer cells. International journal of
biological macromolecules, v. 78, p. 87-95, 2015.

KUPPER, T.S. Immune and inflammatory processes in cutaneous
tissues.Mechanisms and Speculations. Journal of Clinical Investigation. v. 86, p.
1783-1789, 1990.

LANE, M. E. Skin penetration enhancers. International Journal of Pharmaceutics,
V. 447, p. 12— 21, 2013.

LAWRENCE, T.; GILROY, D. W. Chronic inflammation: a failure of resolution?
International Journal of Experimental Pathology, v 88, p.85-94, 2007.

LEE, H. Y. et al. Cytokines and Chemokines in Irritant Contact Dermatitis. Mediators
of Inflammation, v. 2013, p.1-7, 2013.

LEONARDI, G. R.; CAMPOS, P. M. M. Estabilidade de formula¢cées cosméticas.
International Journal Pharmaceutical Compounding, v.3, p.154-6, 2001.

LEUNG, D.Y.M.; BOGUNIEWICZ, M., HOWEL, M.D.; NOMURA, |I. HAMUD, Q. A.
New insights into atopic dermatitis. Journal of Clinical Investigation, v. 113, p. 651-
657, 2004.

LI, F. et al. The simultaneous loading of catechin and quercetin on chitosan-based
nanoparticles as effective antioxidant and antibacterial agent. Food Research
International, v.111, p. 351-360, 2018.

LIPPACHER, A.; MULLER, R. H.; MADER, K. Preparation of semisolid drug carriers
for topical application based on solid lipid nanopatrticles. International Journal of
Pharmaceutics, v. 214, n. 1-2, p.9-12, 2011.

LI, Y. et al. Antioxidant function of isoflavone and 3,3’-diindolylmethane: are they
important for cancer prevention and therapy? Antioxidants & redox signaling, v.
19, n. 2, p. 139-150, 2013.

LOCH, C. L et al. Avaliacao fisico-quimica e determinacédo do comportamento
reologico de emulsdes de cetoconazol 2% comercializados em farmacias magistrais
no municipio de Erechim/RS. Revista Brasileira de Farmacia, v. 92, p. 299-305,
2011.

LUEPKE, N. P. Hen's egg chorioallantoic membrane test for irritation potential. Food
and Chemical Toxicology, v. 23, p. 287-291, 1985.



96

LUQO, Y. et al. Encapsulation of indole-3-carbinol and 3,3’-diindolylmethane in
zein/carboxymethyl chitosan nanoparticles with controlled release property and
improved stability. Food chemistry, v. 139, n. 1-4, p. 224-230, 2013.

MAKHMALZADE, B. S.; CHAVOSHY, F. Polymeric micelles as cutaneous drug
delivery system in normal skin and dermatological disorders. Journal of Advanced
Pharmaceutical Techonology & Research, v. 9, p. 1-8, 2018.

MANN, E. R. et al. Review: Skin and the Immune System. Journal of Clinical &
Experimental Dermatology Research, p.1-21, 2012.

MARCHIORI, M. C. L. et al. Hydrogel containing silibinin-loaded pomegranate oll
based nanocapsules exhibits anti-inflammatory effects on skin damage UVB
radiation-induced in mice. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, v. 170, p. 25-32, 2017.

MARIONNET, C.; TRICAUD, C.; BERNERD, F. Exposure to non-extreme solar UV
daylight: spectral characterization, effects on skin and photoprotection. International
Journal of Molecular Sciences, v. 16, p. 68-90, 2015.

MARREN, K. Dimethyl Sulfoxide: An effective penetration enhancer for topical
administration of NSAIDs. The Physician and Sportsmedicine, p. 75-82, 2015.

MARUTHANILA, V.L., POORNIMA, J., MIRUNALINI, S. Attenuation of
carcinogenesis and the mechanism underlying by the influence of indole-3-carbinol
and its metabolite 3,3’-diindolylmethane: A therapeutic marvel. Advances in
Pharmacological Sciences, p. 1-7, 2014.

MATTIAZZI, J. et al. Incorporation of 3,3'-diindolylmethane into nanocapsules
improves its photostability, radical scavenging capacity, and cytotoxicity against
glioma cells. American Association of Pharmaceutical Scientists, v. 49, p.1-11,
20109.

MATSUMURA, Y.; ANANTHASWAMY, H. N. Toxic effects of ultraviolet radiation on
the skin. Toxicology and Applied Pharmacology, v. 195, p. 298— 308, 2004.

MAVERAKIS, E. et al. Light, including Ultraviolet. . Journal of Autoimmunity, v. 35,
p. 247-257, 2010.

MEDZHITOV, R. Origin and physiological roles of inflammation. Nature, v. 454, p.
428-435, 2008.

MELERO, A. et al. Nanoencapsulation in lipid-core nanocapsules controls
mometasone furoate skin permeability rate and its penetration to the deeper skin
layers. Skin Pharmacology and Physiology, v.27, p. 217-228, 2014.

MEIRA, A. S. Estudos de permeacdao/retencdo cutanea in vitro empregando pele
suina para comparacédo de desempenho de formulacdes semi-sélidas
dermatolégicas. 2010. 45 p. Trabalho de Conclusédo de Curso.
Farmacia.Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS, 2010.



97

MILANO, J. et al. Antinociceptive action of 4-methyl-5-trifluoromethyl-5-hydroxy-4, 5-
dihydro-1H-pyrazole methyl ester in models of inflammatory pain in mice. Life
Sciences, v.83, p.739-746, 2008.

MORA-HUERTAS, C. E.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Polymer-based nanocapsules
for drug delivery. International journal of pharmaceutics, v. 385, n. 1-2, p. 113—
142, 2010.

MOTTA, A. A.; AUN, M. V.; KALIL, J.; BIANCHI, P. G. Dermatite de contato. Revista
Brasileira de Alergia e imunopatologia, v. 34. n. 3, p. 73-82, 2011.

OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS. Skin Absorption: in
vitro Method. Paris. 2004

OKRSLAR, V. et al. Saponins in tissue culture of Primula veris L. In Vitro Cellular and
Developmental Bioogy — Plant, v.43, p. 644—-651, 2007.

OURIQUE, A. F. et al. Improved photostability and reduced skin permeation of
tretinoin: development of a semisolid nanomedicine. European journal of
pharmaceutics and biopharmaceutics, v. 79, n. 1, p. 95-101, 2011.

PALACIO, M. L. B; BHUSHAN, B. Bioadhesion: a review of concepts and
Applications. Philosophical Transactions of the Royal Society A, v. 370, p. 2332-
2347, 2012.

PASCUAL, G.; GLASS, C.K. Nuclear receptor versus inflammation: mechanisms of
transrepression. Trends in Endocrinology and Metabolism, v. 17, p. 321-328,
2006.

PIANA, M. et al. Topical anti-inflammatory activity of Solanum corymbiflorum leaves.
Journal of Ethnopharmacology, v. 179, p. 16-21, 2016.

PIANA, M. et al. Solanum paranense extracts and solanine present anti-inflammatory
activity in an acute skin inflammation model in mice. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, v. 2017, p. 1-8, 2017.

POINDEXTER, K. M. et al. Cooperative antiproliferative signaling by aspirin and
indole-3-carbinol targets microphthalmia-associated transcription factor gene
expression and promoter activity in human melanoma cells. Cell biology and
toxicology, v. 32, n. 2, p. 103-119, 2016.

POHLMANN, A. R. et al. Polymeric nanocapsules for topical delivery. Percutaneous
penetration enhancers chemical methods in penetration enhancement:
Nanocarriers, p.201-221, 2016.

PRADHAN, A. et al. Gold nanoparticles from indole-3-carbinol exhibit cytotoxic,
genotoxic and antineoplastic effects through the induction of apoptosis. RSC
advances, v. 6, n. 61, p. 56435-56449, 2016.



98

PROW, T. W. et al. Nanoparticles and microparticles for skin drug delivery.
Advanced Drug Delivery Reviews, v. 63, p. 470-491, 2011.

RANG, H. P.; DALE, M.M; RITTER, J.M.; FLOWER, R.J. Farmacologia. 6 ed. Rio
de Janeiro: Elsevier 2007.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, p. 1231-1237,
1999.

RECIO, M. C. et al. In vivo activity of pseudoguaianoline sesquiterpene lactone in
acute and chronic inflammation. Life Sciences, v. 66, p. 2509-18, 2000.

RIGO, L. A. et al. Evaluation of the Spreadability of Pharmaceutical or Cosmetic
Semisolid Formulations Using Scanned Images. Latin American Journal of
Pharmacy, v. 31, p. 1387-1391, 2012.

RIGO, L. A. et al. Nanoencapsulation of rice bran oil increases its protective effects
against UVB-radiation induced skin injury in mice. European Jounal Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, v. 93, p.11-17, 2015.

ROBERTS, M. S. et al. Topical and cutaneous delivery using nanosystems. Journal
of Controlled Release, v. 247, p. 86-105, 2017.

ROSTOKA, E. et al. Effects of lycopene, indole-3-carbinol, and luteolin on nitric oxide
production and iNOS expression are organ-specific in rats. Archives of industrial
hygiene and toxicology, v. 61, n. 3, p. 275-85, 2010.

ROSMANINHO, |., MOREIRA, A., DA SILVA, J. P. M. Dermatite de contacto: revisdo
da literatura. Revista Portuguesa de Imunoalergia, v. 24, p. 197-209, 2016.

SAFE, S.; PAPINENI, S.; CHINTHARLAPALLI, S. Cancer chemotherapy with indole-
3-carbinol, bis(3’-indolyl)methane and synthetic analogs. Cancer letters, v. 269, n. 2,
p. 326-338, 2008.

SAHA, A. et al. Natural gums of plant origin as edible coatings for food industry
applications. Critical Reviews in Biotechnology, v. 37, p. 959-973, 2017.

SAHU, S. et al. Biocompatible nanoparticle for sustained topical delivery of
anticancer phytoconstituent quercetin. Pakistan Journal of Biological Science, v.
16, p. 601-609, 2013.

SAVIAN, A. L. et al. Dithranol-loaded lipid-core nanocapsules improve the
photostability and reduce the in vitro irritation potential of this drug. Materials
Science and Engineering C, v.47, p. 69-76, 2015.

SCHAFFAZICK, S. R. et al. Caracterizacao e estabilidade fisico-quimica de sistemas
poliméricos nanoparticulados para administracdo de farmacos. Quimica nova, v. 26,
n. 5, p. 726-737, 2003.



99

SCHREML, S. et al. The impact of the pH value on skin integrity and cutaneous
wound healing. Journal of European Academy of Dermatology and Venereology,
v.24, p. 373-388, 2010.

SCHIMID-WENDTNER, M. H.; KORTING, H. C. The pH of the skin surface and its
impact on the barrier function. Skin Pharmacology and Pshysiology, v.19, p. 296-
302, 2006.

SHARMA, V.; KUMAR, P.; PATHAK, D. Biological importance of the indole nucleus
in recent years: A comprehensive review. Journal of Heterocyclic Chemistry, v. 47,
p. 491-502, 2010.

SHERWOOD, E.R e TOLIVER-KINSKY, T. Mechanisms of the inflammatory
response. Best Practice & Research Clinical Anesthesiology. v. 18 (3), p. 385-
405, 2004.

SIMON, L. S et al. Efficacy and safety of topical diclofenac containing dimethyl
sulfoxide (DMSO) compared with those of topical placebo, DMSO vehicle and oral
diclofenac for knee osteoarthritis. Pain, v. 143, p.238-245, 2009.

SOLANKI, P.; KITAWAT, S.; DASHORA, A. Nanocapsules used in drug delivery
system. International Journal of Pharmaceutical Erudition, v.6, n. 4, p. 1-10,
2017.

SONG, J. M. et al. Intranasal delivery of liposomal indole-3-carbinol improves its
pulmonary bioavailability. International journal of pharmaceutics, v. 477, n. 1-2, p.
96-101, 2014.

SRINIVAS RAGHAVAN, B. et al. Kaempferol mediated synthesis of gold
nanoparticles and their cytotoxic effects on mcf-7 cancer cell line. Process
biochemistry, v. 50, n. 11, p. 1966-1976, 2015.

STANLEY, P. L. et al. Mouse skin inflammation induced by multiple topical
applications of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate. Skin Pharmacology, v. 4, p.
262-271, 1991.

SUJJA-AREEVATH, J. et al. A. Release characteristics of diclofenac sodium from
encapsulated natural gum mini-matrix formulation. International Journal of
Pharmaceutics, v.139, p. 53-62, 1996.

SVOBODOVA, A.; WALTERONA, D.; VOSTDOVA, J. Ultraviolet light induced
alteration to the skin. Biomedical papers of the Medical Faculty of the University
Palacky, v. 150, p. 25-38, 2006.

TAK, P. P.; FIRESTEIN, G. S. NF-kB: a key role in inflammatory diseases. Journal
of Clinical Investigation, v. 107 (1), p. 7-11, 2001.

TANOJO, H. et al. New design of a flow-through permeation cell for studying in vitro
permeation studies across biological membranes. Journal of Controlled Release, v.
45, p. 41-47, 1997.



100

TAYLOR-HARDING, B. et al. Indole-3-carbinol synergistically sensitises ovarian
cancer cells to bortezomib treatment. British journal of cancer, v. 106, n. 2, p. 333—
43, 2012.

TERROSO, T. et al. Development of Semi-Solid Cosmetic Formulations Containing
Coenzyme Q10-Loaded Nanocapsules. Latin American Journal of Pharmacy, v.
28, p. 819-826, 2009.

TIN, A. S. et al. Essential role of the cancer stem/progenitor cell marker nucleostemin
for indole-3-carbinol anti-proliferative responsiveness in human breast cancer cells.
BMC biology, v. 12, p. 1-22, 2014.

UCHI, H.; TERAO, H.; KOGA, T.; FURUE, M. Cytokines and chemokines in the
epidermis. Journal of Dermatological Science, v. 24 (1), p. 29-38, 2000.

VARGAS P. N. et al. Formula¢des semissoélidas contendo meloxicam
nanoencapsulado: estudos de liberagao “in vitro”. Disciplinarum Scientia, v. 14, n.
1, p. 35-44, 2013.

VENTURI, C. G. et al. Co-encapsulation of imiquimod and copaiba oil in novel
nanostructured systems: promising formulations against skin carcinoma. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 79, p.36-43, 2015.

VENUS, M.; WATERMAN, J.; MCNAB, I. Basic physiology of the skin. Surgery
(Oxford), v. 28, p. 469-472, 2010.

VOGT, A. et al. Nanocarriers for drug delivery into and through the skin - do existing
technologies match clinical challenges? Journal of Controlled Release, v. 242, p. 3-
15, 2016.

XU, X. T. et al. Anti-inflammatory activity effect of 2-substituted-1,4,5,6-
tetrahydrocyclopenta[b]pyrrole on TPA-induced skin inflammation in mice.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 26 (21), p. 5334-5339, 2016.

WEBER, D. M. et al. Topic application of meloxicam-loaded polymeric nanocapsules
as a technological alternative for treatment of the atopic dermatitis in mice. Journal
of Applied Biomedicine, v. 16, p. 337-343, 2018.

WENG, J.R., TSAI, C.H., KULP, S.K,, et al. Indole-3-carbinol as a chemopreventive
and anti-cancer agent. Cancer Letters, v. 262, p. 153-163, 2008.

WIEDERSBER, S.; LEOPOLD, C. S.; GUY, R. H. Bioavailability and bioequivalence
of topical glucocorticoids. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v.68, n. 3, p. 453-466, 2008.

WILLIAMS, I.R.; KUPPER, T.S. Immunity at the surface: Homeostatic mechanisms of
the skin immune system. Life sciences, v. 58 (18), p. 1485-1507, 1996.



101

WU, J. et al. Toxicity and penetration of TiO2 nanoparticles in hairless mice and
porcine skin after subchronic dermal exposure, Toxicology Letters, v. 191, p. 1-8,
20009.

WU, T. H. et al. Preparation, physicochemical characterization, and antioxidant
effects of quercetin nanoparticles. International journal of pharmaceutics, v. 346,
n. 1-2, p. 160-168, 2008.

WU, T. Y. et al. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of 3,3’-diindolylmethane
(DIM) in regulating gene expression of phase Il drug metabolizing enzymes. Journal
of Pharmacokinetic and Pharmacodynamic, v. 42, p. 401-408, 2015.

WU, X. et al. Disposition of charged nanoparticles after their topical application to the
skin. Skin Pharmacology and Physiology, v23, p. 117-123, 2010.

ZIMMERMANN, M. Ethical guidelines for investigations of experimental pain in
conscious animals. Pain, v.16, p. 109-110, 1983.

YOU, C. Y. et al. In vitro and in vivo application of pH-sensitive colon-targeting
polysaccharide hydrogel used for ulcerative colitis therapy. Carbohydrate Polymers,
v.130, p.243-253, 2015.



102

ANEXOS

ANEXO A: Carta de aprovacio do projeto de pesquisa pela Comisséo de Etica em
Pesquisa — Plataforma Brasil para a realizacdo do experimento de permeacao
cutanea.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGCOES SEMISSOLIDAS DE BASE
NANOTECNOLOGICA PARA AUMENTO DA PERMEACAO CUTANEA DE ATIVOS
ANTITUMORAIS E ANTI-INFLAMATORIOS

Pesquisador: Leticia Cruz

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 55220016.3.0000.5346

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pro-Reitoria de Pds-Graduacéo e

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.546.039

Apresentagao do Projeto:

E uma emenda, uma vez que o projeto foi submetido a apreciacdo pelo CEP da UFSM, os protocolos de
avaliacdo da permeacdo cutdnea de substancias estavam sendo implantados no Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica do Departamento de Farmacia Industrial (CCS). Porém, outras demandas surgiram referentes
a avaliagdo de novos compostos e novas formulacdes que foram paralelamente sendo desenvolvidas nas
atividades do grupo de pesquisa. Este projeto visa o desenvolvimento de formulagdes semissolidas de base
nanotecnolégica para aplicacdo topica de diferentes ativos, tanto de origem natural como sintética, com
potencialidades antitumorais e anti-inflamatérias, para o tratamento de desordens da pele. O objetivo do
trabalho & avaliar a permeacdo/ penetracdo cutdnea destes ativos, bem como sua retengdo no estrato

corneo e nas demais camadas da pele (derme/epiderme).

Objetivo da Pesquisa:

Geral: desenvolver diferentes sistemas nanoestruturados contendo silibinina, di-indol metano, ubiquinona,
indol-3-carbinol, cetoprofeno e disseleneto de difenila ou disseleneto de p,p’-metoxiladifenila.
Posteriormente, incorporar tais nanossistemas a uma forma farmacéutica semissolida e estudar a

distribuicdo dos farmacos nas camadas da pele humana, in vitro.

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970

UF: RS Municipio: SANTA MARIA

Telefone:  (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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Confinuagio do Parecer: 2.546.039
Consideragoes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_108549 01/03/2018 Aceito
do Projeto 4 E1 pdf 11:21:09
Qutros Emenda.pdf 01/03/2018 |Leticia Cruz Aceito
11:16:43

Declaracdo de autorizacao_institucional. jpeg 30/06/2016 |Leticia Cruz Aceito

Instituicao e 16:00:12

Infraestrutura

Cronograma cronograma.pdf 30/06/2016 |Leticia Cruz Aceito
15:50:02

Projeto Detalhado /  |Projeto_detalhado_com_cronograma.pdff 30/06/2016 |Leticia Cruz Aceito

Brochura 15:46:45

Investigador

Qutros ComprovanteGAP . pdf 08/04/2016 |Leticia Cruz Aceito
17:08:09

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 31/03/2016 |Leticia Cruz Aceito
22:10:59

Qutros Declaracao_de_doacao.jpg 31/03/2016 |Leticia Cruz Aceito
22:03:32

Qutros Termo_de_confidencialidade.jpg 31/03/2016 |Leticia Cruz Aceito
22:00:38

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao

SANTA MARIA, 15 de Marco de 2018

Assinado por:

CLAUDEMIR DE QUADROS

(Coordenador)
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Anexo B: Carta de aprovacéo do projeto de pesquisa pela Comiss&o de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) para a realizacdo dos

experimentos em camundongos.

cederay
& ddd ; s P
b 2 Comissio de Etica no Uso de Animais
4 ) da
?’c;) {\5 Universidade Federal de Santa Maria

1960

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIA(;.&O DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO DE HIDROGEIS DE BASE
NANOTECNOLOGICA CONTENDO O INDOL-3-CARBINOL QU 3-37-DIINDOLMETANO EM MODELOS DE INFLAMA(;flO DE PELE EM
CAMUNDONGOS", protocolada sob o CEUA n2 2312220518, sob a responsabilidade de Leticia Cruz e equipe; Camila Camponogara
Dalla Pozza; Nathali Schopf Pegoraro; Laura Minussi Giuliani; Sara Marchesan de Oliveira - que envolve a produgdo, manutengao
efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 23/08/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF TOPICAL ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF NANOBASED HYDROGELS CONTAINING
INDOLE-3-CARBINOL OR 3-37-DIINDOLYMETHANE IN SKIN INFLAMMATION MODELS IN MICE", utilizing 72 Heterogenics mice (72
males), protocol number CEUA 2312220518, under the responsibility of Leticia Cruz and team; Camila Camponogara Dalla Pozza;
Nathali Schopf Pegoraro; Laura Minussi Giuliani; Sara Marchesan de Oliveira - which involves the production, maintenance andfor
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes
or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 08/23/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 03/2019 Area: Farmécia Industrial
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 4 a4 semanas N: 72
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Resumo: A pele esta constantemente sujeita a estimulos externos, os quais podem desencadear nesta uma resposta inflamatéria.
A dermatite de contato irritante e queimaduras solares (induzidas por radiacdo ultravioleta tipo B) sdo consideradas doencas
inflamatérias de pele caracterizadas por alteracdes como a perda da integridade da barreira, com consequente ativacdo de
queratindcitos e deflagragdo de um processo inflamatério, observados através de alteragdes de permeabilidade vascular e
infiltracdo de células inflamatdrias no local da lesdo. A queimadura solar é causada principalmente pela exposicdo a radiacao
ultravioleta do tipo B (UVB), provocando lesdes ao DNA e danos oxidativos as células. Ja a dermatite de contato irritante é causada
pela agao direta de substancias guimicas irritantes na epiderme, causando danos aos queratindcitos e eventual necrose. Uma vez
que o tratamento para estas doencas ainda € bastante dificil, faz-se necessério o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas
para o tratamento destas patologias. O indol-3-carbinol e o 3-3[-diindelmetano sao compostos obtidos através da hidrélise da
glicobrassicina, presentes em vegetais do género Brassica. A estes bioativos ja foram atribuidas atividades antitumoral,
antioxidante e também anti-inflamatdria. Considerando que nanocépsulas sdo carreadores de substincias ativas que podem
promover aumento da estabilidade, liberagdo sustentada e modulagao da permeacéo cutdnea, propde-se a incorporacéo destes
ativos nestas nanoparticulas, bem como o desenvolvimento de uma formulacao para aplicacdo tdpica. Para os experimentos serdao
utilizados camundongos Swiss albinos machos (25-30 g), nos quais serd induzida inflamacéo de pele pela irradiacdo UVB e pelo
6leo de créton. Serdo avaliados o efeito dos tratamentos sobre pardmetros inflamatérios como o edema de orelha e infiltracao
celular.

Local do experimente: Laboratério de Neurotoxicidade e Psicofarmacologia do Prédio 18.

Santa Maria, 06 de margo de 2019

Avenida Roraima, 1000, Reitoria, 22 andar - CEP 97105-900 Santa Maria, RS - tel: 55 (55) 3220-9362 / fax:
Hordrio de atendimento: das B:30 4s 12h e 14h 4s 17hs : e-mail: ceva.ufsm@gmail.com
CEUA N 2312220518
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