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 RESUMO 
 

Lesões cutânea são interrupções da sua estrutura anatômica normal e 
fisiológica que causam danos pela perda da função barreira da pele tornando-a 
exposta a diversos tipos de substâncias e microrganismos. Dessa forma uma 
rápida cicatrização desta lesão é fundamental para evitar o risco de infecções e 
outras complicações. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de 
nanopartículas lipídicas, na forma de nanopartículas lipídicas sólidas e 
nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico, para veiculação de halcinonida 
para modulação da fase inflamatória da cicatrização, reduzindo dor, 
desconforto, edema e exsudato, aliado a redução da toxicidade do fármaco. 
Para tanto, as nanopartículas foram obtidas e caracterizadas quanto ao 
tamanho de partícula, propriedades físico-químicas, estabilidade, eficiência de 
encapsulação do fármaco, microscopia eletrônica de varredura por emissão de 
campo, difração de raios x, espectroscopia na região do infravermelho e 
Raman com Transformada de Fourier, calorimetria diferencial de varredura, 
análise termogravimétrica, estudo de permeação cutânea in vitro e avaliação in 

vivo da resposta inflamatória e da toxicidade do fármaco. Além disso, um 
método para quantificação do fármaco por cromatografia líquida de alta 
eficiência foi desenvolvido e validado. As nanopartículas apresentaram 
diâmetro médio variando entre 260 a 500 nm, índice de polidispersão abaixo de 
0,37, potencial zeta próximo a -30 mV, pH entre 5,3 e 6,5 e apresentaram 
estabilidade após armazenamento de 60 dias. As imagens obtidas por 
microscopia revelaram formato esférico com superfície lisa. A análise de 
difração de raios x demonstrou a amorfização do fármaco nos sistemas 
nanoestruturados. Por espectroscopia na região do infravermelho e Raman 
puderam-se identificar as bandas características dos principais componentes 
das formulações, indicando que não houve ligação química entre eles. A 
análise térmica revelou os picos da fusão do fármaco e dos lipídeos e polímero 
utilizados e a temperatura da sua degradação. As nanopartículas apresentaram 
5,0 % do fármaco permeado em 24 horas de estudo. O estudo in vivo revelou 
que a halcinonida livre foi tóxica, produzindo efeitos adversos sistêmicos e as 
nanopartículas contendo o fármaco foram capazes de modular a inflamação da 
cicatrização, evitando a formação de edema e exsudato, porém prejudicando 
as fases subsequentes do processo de cicatrização. No entanto, a 
incorporação da halcinonida nas nanopartículas foi capaz de reduzir a 
toxicidade do fármaco pelo controle da sua liberação. Em relação às amostras, 
as duas nanopartículas desenvolvidas apresentaram resultados semelhantes, 
sendo que as nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico mostrou melhor 
retração da ferida e aspecto macroscópico, possivelmente pelo controle 
polimérico associado ao do lipídeo para liberação da halcinonida.  
 
Palavras-chave: nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico, nanopartículas 
lipídicas sólidas, glicocorticoide tópico, toxicidade. 



6 

 

ABSTRACT 
 

Skin wounds are interruptions of the normal physiological and anatomical 
structure of the skin causing damage by loss of barrier function becoming the 
organism exposed to various types of substances and microorganisms. A fast 
healing of the wound is essential to avoid the risk of infections and other 
complications. The aim of this work was to the development of lipid 
nanoparticles, as solid lipid nanoparticles and lipid-core polymeric nanoparticles 
containing halcinonide to modulate the inflammatory phase of wound healing, 
reducing pain, discomfort, edema, exudates and to reduced the drug toxicity. To 
this end, nanoparticles were obtained and characterized for particle size, 
physicochemical properties, stability, encapsulation efficiency, scanning 
electron microscopy by field emission, x-ray diffraction, spectroscopy in the 
infrared and Raman Fourier Transform, differential scanning calorimetry, 
thermal gravimetric analysis, study of the in vitro skin permeation and in vivo 
evaluation of the inflammatory response and drug toxicity. Furthermore, a high-
performance liquid chromatography method for quantification of the drug was 
developed and validated. Nanoparticles had an average diameter ranging from 
260-500 nm, polydispersity index below 0.37, zeta potential close to -30 mV, pH 
between 5.3 and 6.5 and were stability after storage for 60 days. The 
microscopy images showed spherical shape with smooth surface. The X-ray 
diffraction analysis showed drug amorphization in the nanostructured systems. 
By infrared and Raman spectroscopy was identified the characteristic bands of 
main components of the formulations, indicating no chemical bonding between 
them. Thermal analysis revealed the melting peaks of the drug and lipids and 
polymer and the temperature of its degradation. Nanoparticles showed 5.0% of 
drug permeation in 24 hours. In vivo study showed that the pure halcinonide 
was toxic; producing systemic adverse effects and nanoparticles containing the 
drug was able to modulate the inflammation healing, avoiding the edema and 
exudates formation and however impairing the subsequent stages of the 
healing process. However, the incorporation of the halcinonide in nanoparticles 
was able to reduce the drug toxicity due to the control of the drug release. 
Regarding the samples of lipid nanoparticles, both showed similar results, 
wherein the lipid-core polymeric nanoparticles showed better retraction of the 
wound and macroscopic appearance, possibly due to the polymer control 
associated with the lipid in halcinonide release. 

 
 
 
 

 
Keywords: lipid-core polymeric nanoparticles, solid lipid nanoparticles, topical 
glucocorticoids, toxicity. 
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1 INTRODUÇÃO  

A pele é um dos maiores órgãos do corpo humano e é um tecido 

dinâmico protetor que atua como uma grande barreira entre o ambiente externo 

e o organismo interno. Ela está constantemente exposta a uma variedade de 

poluentes ambientais, substâncias químicas, microrganismos patogênicos e 

materiais físicos (OTANG & AFOLAYAN, 2016). No entanto, a pele é 

continuamente submetida a várias lesões e uma área da pele danificada ou 

ferida inicia uma série de acontecimentos complexos e bem concebidos para 

que a sua integridade seja rapidamente estabelecida, restaurando sua função 

normal (CHANDIKA et al., 2015). 

A lesão cutânea ainda é um problema de saúde comum e cerca de 11 

milhões de pessoas sofrem por lesões cutâneas agudas enquanto que 0,3 

milhões de pessoas são hospitalizadas por ano somente nos Estados Unidos 

(MU et al., 2016). Uma lesão cutânea é definida como uma interrupção da 

estrutura anatômica normal e fisiológica do tecido e representa danos das 

barreiras naturais de defesa que favorecem a invasão de microrganismos 

(MOMOH et al., 2015).   

A cicatrização de lesões cutâneas é um evento fisiológico complexo 

destinado não apenas a restaurar a função barreira da pele e a homeostase, 

mas também reduzir o risco de infecção e outras complicações (GAINZA et al., 

2015). Em indivíduos saudáveis, a maioria das lesões cutâneas cura de uma 

maneira relativamente rápida, após a homeostase, através de três fases que se 

sobrepõem: inflamatória, proliferativa e de remodelação ou maturação (ELLIOT 

et al., 2015). 

Contudo a recuperação da pele e a cicatrização podem levar várias 

semanas de acordo com o tamanho da lesão, o que causa dor, desconforto e 

grande probabilidade de infecção. Dessa forma, buscam-se mecanismos para 

acelerar o processo de cicatrização da pele pela utilização de fármacos e 

medicamentos administrados diretamente sobre a ferida.  

Como a primeira fase da cicatrização é uma inflamação, a utilização de 

anti-inflamatórios com a função de modular a inflamação pode ser uma 

ferramenta interessante para acelerar o processo de cicatrização, atenuando a 

dor e o desconforto do indivíduo que tem a pele lesionada, sem interferir na 
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cascata de eventos relacionados a essa fase. Uma vez que a fase inflamatória 

é compreendida por vermelhidão e presença de edema e exsudato, a 

modulação da inflamação poderia reduzir esses efeitos fisiológicos, acelerando 

o fechamento da lesão cutânea pela cicatrização. 

Glicocorticoides tópicos, como a halcinonida (HAL), são a classe de 

medicamentos mais frequentemente prescritos por dermatologistas 

(WIEDERSBERG, LEOPOLD &GUY, 2008) e são utilizados para tratar um 

amplo espectro de doenças inflamatórias e autoimunes (BOARDMAN et al., 

2014). A sua eficácia clínica no tratamento de doenças de pele como a 

psoríase e a dermatite atópica é relacionada com a sua ação vasoconstritora, 

anti-inflamatória e imunossupressora (WIEDERSBERG, LEOPOLD & GUY, 

2008). 

Sendo assim, o uso de glicocorticoides tópicos como a HAL para 

promover a modulação da fase inflamatória acelerando a cicatrização de lesões 

cutâneas é uma alternativa aparentemente interessante. No entanto, essas 

substâncias apresentam toxicidade dependente da dose e a administração 

diretamente na pele lesionada, sem a barreira exercida pelo estrato córneo, 

poderia levar a absorção e ao aparecimento de efeitos adversos sistêmicos. A 

encapsulação da HAL em sistemas nanoestruturados como as nanopartículas, 

que promovem a liberação controlada do fármaco em sítios de ação 

específicos, é uma ferramenta bastante difundida para reduzir a toxicidade de 

fármacos e melhorar a sua ação (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). 

Sistemas nanoestruturados na forma de nanopartículas são 

carreadores de fármacos com tamanho que, normalmente, variam de 10 a 500 

nm e tem a capacidade de encapsular eficientemente moléculas de fármacos 

com diferentes propriedades físico-químicas (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 

2003). Nanopartículas com caráter lipídico são amplamente utilizadas para 

carrear fármacos lipofílicos e são constituídas em maior proporção por lipídeos 

biocompatíveis e não tóxicos e podem ou não serem associadas a polímeros 

(KELIDARI et al., 2015). 

Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) são um sistema transportador 

coloidal para o direcionamento de fármacos, constituídas de lipídeos não 

irritantes e não tóxicos e as formulações são bem adaptadas para uso na pele 

inflamada e danificada, formando um filme intacto na superfície da pele (SHAH 
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et al., 2015). Nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico (NNL) são 

dispositivos nanoestruturados em que uma parede polimérica rodeia um núcleo 

lipídico capazes de estabilizar as substâncias encapsuladas e controlar a 

liberação do fármaco melhorando a sua eficácia (CORADINI et al., 2014; FIEL 

et al., 2014) 

Dessa forma, a incorporação da HAL em sistemas nanoparticulados 

constituídos por lipídeos como as NLS e NNL seria um interessante mecanismo 

de controle da liberação do fármaco na pele lesionada, por se tratar de 

preparações biocompatíveis, não irritantes e não tóxicas, reduzindo a 

toxicidade do fármaco. A administração da HAL atuaria na fase inflamatória da 

cicatrização modulando a inflamação pela redução de edema e exsudato, além 

da atenuação da dor e do desconforto causado pela lesão cutânea, acelerando 

o processo de cicatrização. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver, caracterizar e avaliar a resposta inflamatória da 

cicatrização e a toxicidade de sistemas nanoparticulados, na forma de NLS e 

NNL, carregados com HAL e administrados sobre lesões cutâneas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Obter NLS e NNL inertes e carregadas com HAL; 

• Desenvolver e validar um método de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) para quantificação da HAL; 

• Determinar a eficiência de encapsulação da HAL das nanopartículas; 

• Caracterizar as nanopartículas carregadas com HAL por análises físico-

químicas, morfológicas, espectroscópicas e térmicas; 

• Determinar a estabilidade das nanopartículas; 

• Avaliar a permeação in vitro da HAL e das NNL e NLS carregadas com 

HAL; 

• Avaliar in vivo, em modelo animal, o efeito tóxico da HAL, das 

nanopartículas carregadas e inertes incorporadas em gel de Natrosol® 

administradas sobre a pele lesionada, assim como a resposta 

inflamatória durante a cicatrização da lesão cutânea. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 A pele  

A pele é um dos maiores órgãos do corpo humano com uma área de 

cerca de 2,0 m2 e é a interface entre o organismo e o ambiente, impedindo a 

perda de água e a entrada de materiais estranhos (SHAHZAD et al., 2015; 

WIEDERSBERG et al., 2008). A espessura da pele é altamente variável 

dependendo de fatores como a localização anatômica, idade e sexo. As 

funções da pele têm sido classificadas como proteção, homeostática e 

sensorial (SENYIGIT & OZER, 2012). 

Conforme é mostrado na Figura 1, a pele é dividida em três camadas 

distintas: a epiderme, a derme e a camada de gordura subcutânea, ou 

hipoderme. A epiderme é a camada mais externa da pele e é caracterizada 

como a parte mais fina e com espessura variável (SHAHZAD et al., 2015). É 

composta por 4 a 5 subcamadas que, de dentro para fora da pele, são: estrato 

basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato lúcido (presente apenas na 

palma da mão e sola do pé) e estrato córneo (SENYIGIT & OZER, 2012). A 

maior parte da epiderme é formada por um epitélio escamoso, que consiste 

principalmente, por queratinócitos. Essas células se diferenciam em cada 

estrato, até que chegam ao estrato córneo, que é a camada mais externa da 

pele (WELSS et al., 2004). 

A derme apresenta cerca de 2,0 mm de espessura e contêm colágeno, 

fibras elásticas, vasos sanguíneos, nervos, bem como os folículos capilares e 

as glândulas sebáceas e sudoríparas. As principais células da derme são os 

fibroblastos, que estão envolvidos na resposta imune e inflamatória e sobre a 

qual os receptores de glicocorticoides são encontrados. É a fonte de nutrientes 

para a epiderme (WIEDERSBERG et al., 2008).    

A hipoderme é um tecido subcutâneo que consiste em gordura e 

músculo e atua como um isolador de calor, amortecedor de choque e uma 

região de armazenamento de energia (WIEDERSBERG et al., 2008).  
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Figura 1: Representação das camadas da pele e seus anexos. 

 

 

A pele é uma barreira natural para a penetração de substâncias. Dessa 

forma, para o tratamento tópico o fármaco deve atravessar o estrato córneo 

para atingir as camadas mais profundas da pele. No entanto, o estrato córneo é 

a principal barreira contra a penetração de substâncias na pele, por ser 

composto por queratinócitos, localizado em uma matriz lipídica organizada em 

bicamadas lamelares (BERGH et al., 1997). 

O transporte de fármacos através da pele ocorre principalmente por 

difusão das moléculas através das estruturas da pele. Este percurso pode ser 

realizado por três vias: entre os corneócitos, permanecendo na matriz lipídica 

(via intercelular), através dos corneócitos e da matriz lipídica (via transcelular) 

ou através dos anexos da pele (via apêndices). O transporte pode ser mediado 

por transporte ativo (os transportadores de proteína facilitam o transporte de 

fármacos em certos ambientes) e transporte passivo, pelo qual as moléculas 

são movidas por correntes locais no sistema linfático ou vascular ou pelos 

espaços intersticiais (JEPPS et al., 2013). 
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3.2 Lesões cutâneas 

Toda lesão que leva à interrupção da continuidade de um tecido 

corpóreo é chamada de ferida, em maior ou menor extensão, causada por 

qualquer tipo de trauma físico, químico, mecânico ou desencadeada por uma 

afecção clínica, que aciona as frentes de defesa orgânica para o contra ataque, 

chamado de processo de cicatrização (CESARETTI, 1998).  As lesões 

cutâneas, como as feridas, possuem grande importância clínica em função da 

alta frequência de ocorrência, da morbidade e da proliferação bacteriana 

presente em um grande número delas (WOUK et al., 1998).  

A cicatrização das lesões cutâneas é uma reação natural do organismo 

que leva à restauração da integridade estrutural e funcional dos tecidos 

lesionados (AMMAR et al., 2015). Este processo envolve a interação de uma 

cascata complexa de ações bioquímicas e celulares que induzem a produção e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, tais como interleucina (IL) -1, fator de 

necrose tumoral (TNF), fator estimulador de colônias de granulócitos e 

macrófagos e IL-6 (HATANO, 2015).  

O processo de reparação da lesão cutânea compreende três estágios 

ordenados sobrepostos: fase inflamatória, fase proliferativa e a fase de 

maturação (PARK et al., 2015). Geralmente, a inflamação começa 24 horas 

após a lesão e compreende os processos de hemostasia, onde o endotélio 

estimula a ação plaquetária liberando os fatores de crescimento e ativando a 

formação de fibrina. Forma-se o trombo com a migração de polimorfonucleares 

e liberação de mediadores inflamatórios. Os neutrófilos são os marcadores de 

célula predominante na fase de inflamação. Juntamente com os macrófagos 

removem os detritos de células resultante do ferimento por fagocitose (LI et al., 

2015; MOMOH et al., 2015).  

A fase de proliferação é iniciada cerca de quatro dias após a lesão. 

Esta fase é caracterizada pela angiogênese e epitelização, quando o tecido de 

granulação começa a invadir o espaço da lesão e numerosos novos capilares 

são gerados no tecido. As células predominantes da fase proliferativa no local 

da lesão são os fibroblastos, que são responsáveis pela produção da nova 

matriz necessária para restaurar a função e estrutura do tecido lesionado (LI et 

al., 2015; PARK et al., 2015).  
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A fase de maturação ou remodelação começa aproximadamente três a 

quatro semanas após a lesão, mas somente ocorre após as fases inflamatórias 

e de proliferação terem sido concluídas. Nesta fase, a remodelação do tecido 

de granulação ocorre e os tecidos conjuntivos imaturos se transformam em 

tecidos conjuntivos maduros através da formação de colágeno extracelular (LI 

et al., 2015; MOMOH et al., 2015; PARK et al., 2015). 

As prostaglandinas estão envolvidas tanto na fase inicial de reparação 

dos tecidos quanto durante a propagação e a migração celular. Assim, a 

utilização de anti-inflamatórios pode influenciar a evolução do processo de 

cicatrização. O conhecimento da regulação das respostas do tecido 

proliferativo pode permitir o desenvolvimento de tratamentos que possibilite 

melhores condições para a homeostase do tecido e a otimização do processo 

de cicatrização (CARDOSO et al. 2004). 

Cardoso et al. 2004 sugerem que o tempo de início e a intensidade da 

resposta inflamatória interferem na velocidade da reparação do tecido e 

consequentemente no fechamento da lesão cutânea. Segundo o estudo, a 

resposta inflamatória intensa, iniciada rapidamente contribuiu para um retardo 

no fechamento das lesões cutâneas nos primeiros dias após a lesão. Esse 

atraso prejudicado pode ser devido a uma demora na resolução da fase 

exsudativa do processo inflamatório. Eles também observaram que a indução 

de uma resposta inflamatória local menos intensa favoreceu o fechamento das 

lesões na pele mais rapidamente nos primeiros dias após a lesão. Dessa 

forma, a modulação da inflamação no início da cicatrização aceleraria a 

reparação do tecido pelo fechamento das lesões. 

 

3.3 Corticosteroides tópicos e a HAL 

 

Os glicocorticoides foram introduzidos na terapêutica dermatológica em 

1952, quando a hidrocortisona tópica foi utilizada com sucesso no tratamento 

de dermatoses (HENGGE et al., 2006). São utilizados no tratamento de 

doenças inflamatórias da pele como psoríase, dermatite atópica, dermatite de 

contato ou manifestações cutâneas de doenças autoimunes (GUICHARD et al., 

2015).  
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A potência clínica dos vários esteroides sintéticos depende da taxa de 

absorção, da concentração nos tecidos alvo, da afinidade para o receptor de 

esteroides e da taxa de metabolismo e subsequente eliminação (SCHACKE, 

DOCKE & ASADULLAH, 2002). Formulações de glicocorticoides do mesmo 

grupo de potência têm eficácia semelhante e podem provocar efeitos 

secundários semelhantes. Quanto maior a potência, maior é a eficácia 

terapêutica, mas também maiores serão os efeitos adversos. Formulações de 

baixa e média potência são consideradas aceitáveis para tratamentos de longo 

prazo, como em lesões nas áreas do rosto e regiões intertriginosas, enquanto 

os produtos mais potentes devem ser reservados para tratamentos mais curtos 

e para uso em pequenos locais, como as palmas das mãos e plantas dos pés, 

onde os glicocorticoides de baixa potência são ineficazes (WIEDERSBERG et 

al., 2008; HENGGE et al., 2006). 

A ocorrência e a severidade dos efeitos colaterais são dependentes do 

tempo de utilização, da dosagem, do regime de dosagem e do fármaco 

utilizado, juntamente com a variabilidade individual do paciente. No entanto, o 

maior fator de risco é o uso prolongado. A concentração de corticosteroide na 

circulação sistêmica e o risco de efeitos colaterais sistêmicos são aumentados 

através da terapêutica prolongada com os glicocorticoides tópicos (SENIYGIT 

& OZER, 2012). 

Os efeitos dos glicocorticoides são mediados via receptores e podem 

ser resumidos como anti-inflamatório ou imunossupressor; metabólicos e 

tóxicos. Os efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores incluem mudanças 

na circulação e migração de leucócitos (por exemplo, neutrofilia, linfopenia, e 

monocitopenia) e alterações nas funções celulares específicas, como inibição 

de síntese de linfoquinas. Os efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores 

são esperados, porém os efeitos metabólicos e tóxicos são geralmente 

indesejados (SCHACKE, DOCKE & ASADULLAH, 2002).  

Os efeitos colaterais mais importantes dos glicocorticoides, resultantes 

do uso tópico, incluem atrofia da epiderme e da derme, ou até mesmo do tecido 

subcutâneo, que pode resultar no surgimento irreversível de estrias. Também 

incluem o aumento do crescimento de pelos, acne esteroide, dermatite perioral 

e distúrbios de pigmentação da pele (SENYIGIT & OZER, 2012; SCHACKE, 

DOCKE & ASADULLAH, 2002). Os principais efeitos colaterais sistêmicos 
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associados com glicocorticoides tópicos são o ganho de peso corporal, 

síndrome de Cushing, desequilíbrio eletrolítico, hipertensão arterial, diabetes 

mellitus, pseudo aldosteronismo primário, retardo do crescimento, osteoporose, 

úlcera péptica e gastrite (SENYIGIT & OZER, 2012). 

HAL é um glicocorticoide de alta potência (Classe II) com baixo 

potencial irritativo tópico, poucos efeitos adversos locais com seu uso 

adequado, prolongado período de atividade e alta taxa de aceitação pelo 

paciente. É um derivado da hidrocortisona e comparada a ela, HAL apresenta 

importantes modificações na sua estrutura que alteram a sua absorção, 

potência e efeitos adversos. É um fármaco que pode ser utilizado para uma 

grande variedade de doenças inflamatórias da pele sensíveis a esteroides, 

como eczema, psoríase, lúpus discoide eritematoso, vitiligo e alopecia 

(TAHERI & FELDMAN, 2012).  

HAL é um pó cristalino branco, com caráter lipofílico e insolúvel em 

água. Possui fórmula molecular C24H32ClFO5, estrutura química (11β,16α) -21-

Cloro-9-fluoro-11-hidroxi-16,17-[(1-metiletilidene)bis(oxi)] pregn-4-ene-3,20-

diona e sua fórmula estrutural está representada na Figura 2. No Brasil, é 

encontrado comercialmente sob o nome de Halog®, produzido pelo laboratório 

Bristol, nas formas farmacêuticas de creme e pomada, em concentrações de 

0,025% e 0,1%. 

 

Figura 2: Estrutura química da HAL. 

 
Fonte: http://www.abcam.com/Halcinonide-ab145820.html 
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3.4 Nanopartículas como sistemas de liberação de fármacos 

 

A nanotecnologia farmacêutica é uma área das ciências farmacêuticas 

direcionada ao desenvolvimento, à caracterização e à aplicação de sistemas 

terapêuticos de escala nanométrica. O estudo desses sistemas tem sido 

realizado com o objetivo de direcionar e/ou controlar a liberação de fármacos 

(SAKATA et al., 2007).  

Essa tecnologia surgiu nos anos 60, resultante do elevado 

desenvolvimento da microencapsulação, técnica de transformação de líquidos, 

polímeros e outras substâncias em partículas sólidas com tamanho 

micrométrico. A microencapsulação já apresentava um amplo potencial em 

diversas indústrias como, por exemplo, na área alimentícia, têxtil, farmacêutica 

e cosmética, pela proteção que é capaz de conferir às substâncias lábeis e 

voláteis (MARQUES et al.,2009). Entretanto, foi no final da década de 1960 que 

Peter Paul Speiser desenvolveu as primeiras nanopartículas. Embora seu 

objetivo inicial fosse a liberação sustentada de fármacos a partir de 

nanocápsulas com o propósito de permitir a administração intravenosa, Speiser 

centrou-se no desenvolvimento de nanopartículas para fins de vacinação 

(KREUTER, 2007). 

Dentre os sistemas desenvolvidos pela nanotecnologia, incluem-se os 

sistemas coloidais, como lipossomas, sistemas estabilizados por tensoativos e 

as nanopartículas. As nanopartículas constituídas por polímeros 

biodegradáveis têm atraído grande atenção dos pesquisadores devido às suas 

potencialidades terapêuticas e à estabilidade nos fluídos biológicos e durante o 

armazenamento (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). A nanotecnologia 

voltada para a liberação de fármacos foi desenvolvida como uma estratégia 

para melhorar os efeitos terapêuticos dos fármacos, uma vez que o efeito 

desejado das substâncias incorporadas pode ser conseguido com doses baixas 

e a duração da ação pode ser aumentada, podendo reduzir a dose e o número 

de administrações (FIEL et al., 2014). 

Dentre as vantagens que as nanopartículas oferecem ao tratamento 

medicamentoso incluem: maior estabilidade do fármaco no sangue, menor 

toxicidade, melhor solubilidade aquosa ou lipofílica e melhoria da 

biodisponibilidade, além de prolongar a meia vida sanguínea, proteger a 
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substância encapsulada contra a degradação e reduzir efeitos colaterais 

aumentando a eficácia terapêutica. São compatíveis com a maioria das vias de 

administração, podendo resolver problemas ligados à adesão a terapia 

(OLIVEIRA et al., 2013; PARVEEN, MISRA & SAHOO, 2012; KUMARI, YADAV 

& YADAV, 2010). 

As nanopartículas são sistemas estruturados capazes de promover a 

liberação controlada de fármacos e apresentam todas as vantagens relativas a 

estes sistemas, como a manutenção da concentração sanguínea nos níveis 

terapêuticos evitando os níveis tóxicos. Assim, o desenvolvimento de 

nanopartículas é altamente vantajoso quando se deseja reduzir a toxicidade de 

fármacos, uma vez que o fármaco estará encapsulado ou disperso em uma 

matriz polimérica ou lipídica ficando protegido no interior ou entre a matriz da 

partícula e a sua liberação será realizada lentamente e de forma controlada, 

garantindo que pequenas quantidades da dose sejam disponibilizadas ao longo 

do tempo. 

 

3.4.1 Nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico (NNL) 
 

As NNL são sistemas carreadores de fármacos que apresentam 

diâmetro inferior a 1,0 µm. São classificadas como nanocápsulas, por serem 

constituídas por um invólucro polimérico e um núcleo oleoso, podendo o 

fármaco estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede interna 

polimérica. Nas NNL o núcleo oleoso é formado por uma dispersão de um 

lipídeo líquido e um lipídeo sólido, que é rodeado por uma parede polimérica e 

normalmente é estabilizada com polissorbato 80 (CORADINI et al., 2014).  

As NNL possuem alta capacidade de encapsular substâncias pouco 

solúveis em água e têm sido utilizadas para liberação de fármacos por diversas 

vias de administração, como tópica e sistêmica, além de serem capazes de 

estabilizar substâncias fotolábeis para controlar a liberação do fármaco e 

melhorar a eficácia (CHARÃO et al., 2015; FRIDRICH et al., 2015). 

O tratamento de doenças tópicas pode ser melhorado com o uso de 

uma terapia local realizada com nanopartículas. Alguns autores sustentam a 

hipótese de que as nanopartículas podem se fixar na matriz lipídica do estrato 

córneo da pele ou em seus anexos e, subsequentemente, serem lentamente 
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liberadas para a camada dérmica mais profunda. No entanto, não é adequado 

classificar as propriedades de permeação das nanopartículas apenas com base 

nos seus parâmetros intrínsecos, como dimensão ou composição química de 

superfície, visto que as características das nanopartículas podem mudar 

completamente quando interagem com meios fisiológicos. Fatores como 

veículo, densidade e temperatura, por exemplo, podem determinar a agregação 

e aglomeração das nanopartículas, atingindo dimensões não nanométricas e 

alterando a carga de superfície (FILON et al., 2015). 

Existem diversos métodos relatados na literatura para a preparação de 

NNL (PINTO REIS et al., 2006). Entre eles, o método mais utilizado é o do 

deslocamento do solvente ou nanoprecipitação, também chamado de método 

da deposição interfacial do polímero pré-formado, o qual foi desenvolvido por 

Fessi et al. em 1986. O método inicialmente proposto consiste na mistura de 

um solvente miscível com a água (acetona ou etanol), do fármaco a 

encapsular, de um polímero e um tensoativo lipofílico. Essa dispersão é vertida 

sobre um solvente que não dissolve o polímero (normalmente a água), 

contendo um tensoativo hidrofílico.  

Por este método as nanopartículas são formadas instantaneamente 

pela rápida difusão do solvente, o qual é removido por pressão reduzida. O 

mecanismo de formação das nanopartículas pode ser explicado pela 

turbulência interfacial gerada durante o deslocamento do solvente, devido à 

mútua miscibilidade entre este e a água. Em 1989, Fessi e colaboradores 

adaptaram o método para a obtenção de nanocápsulas, adicionando-se um 

óleo à fase orgânica (Figura 3) (SOUTO, SEVERINO & SANTANA, 2012; 

SCHAFFAZICK, 2006). Já para a obtenção das NNL adiciona-se um lipídeo 

sólido dissolvido na fase orgânica, que ficará rodeado pela parede polimérica 

na nanocápsula (CORADINI et al., 2014). 
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Figura 3: Representação esquemática do método da nanoprecipitação ou deposição interfacial 
do polímero pré-formado (SCHAFFAZICK, 2006). 

 

 

A obtenção de nanopartículas pelo método da deposição interfacial é 

normalmente realizada com uso de polímeros sintéticos. Esses polímeros 

devem ser biocompatíveis e serem capazes de liberar completamente o 

solvente ou outros materiais utilizados durante o processo de 

nanoencapsulação (SOUTO, SEVERINO, SANTANA, 2012). 

A poli(ε-caprolactona) (PCL) foi um dos primeiros polímeros 

sintetizados pelo grupo Carothers no início da década de 1930 (AZOUZ et al., 

2016). É um polímero alifático semicristalino com fórmula química (C6H10O2)n. 

Apresenta baixo ponto de fusão (60 °C) e propriedades como boa 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e resistência mecânica. Sua fórmula 

estrutural está representada na Figura 4 (AZOUZ et al., 2016; ABDELRAZEK et 

al., 2015; SONG et al., 2015; WOODRUFF, HUTMACHER, 2010).  

 
Figura 4: Estrutura química da PCL. 

 

 
Em sistemas de liberação controlada de fármacos a utilização da PCL 

apresenta como vantagens a sua alta permeabilidade aos fármacos e poucos 

produtos de degradação ácidos, em comparação com outros tipos de 

poliésteres alifáticos como ácido poli-lático (PLA) e ácido poliglicólico (PGA), 
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sendo que seu produto de degradação da PCL é o ácido 6-hidroxi-hexanóico, 

um metabolito que ocorre naturalmente no corpo humano (LI, TAN, 2014).  

Nas formulações de NNL entre os lipídeos que podem sem utilizados 

está o triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico. É um triglicerídeo de cadeia 

média constituído principalmente por ésteres de ácidos caprílicos e cápricos 

derivados do óleo de coco. Apresenta baixa viscosidade e espalhamento como 

resultado de sua característica saturada, além de ser biocompatível e pouco 

suscetível à oxidação. Devido ao tamanho da cadeia, o triglicerídeo do ácido 

cáprico e caprílico apresenta excelente solubilidade em álcool e daí sua 

importância na aplicabilidade em produtos farmacêuticos. Pode ser usado 

como uma alternativa aos óleos vegetais, com a vantagem de deixar uma 

sensação menos oleosa na pele e ser um bom solvente para substâncias 

lipossolúveis (BARS et al., 2015; www.mapric.com.br; www.fagron.com.br). 

 

3.4.2 Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) 
 

As NLS têm sido utilizadas como um transportador eficiente de 

fármacos por apresentarem boa estabilidade, baixa toxicidade, elevada 

biocompatibilidade, boa biodisponibilidade e capacidade de produção em 

grande escala (ARANA et al., 2015; NEGI et al., 2013). As NLS permitem a 

incorporação de fármacos lipofílicos com capacidade de transportar grande 

quantidade de fármacos promovendo liberação controlada e protegendo os 

compostos ativos. Ainda apresenta baixo custo e não é irritante na pele 

(ARANA et al., 2015; SHAH et al., 2015; GHADIRI et al., 2012). 

As NLS são definidas como nanocarreadores lipídicos, que se 

apresentam geralmente de forma esférica, contendo em seu núcleo um lipídeo 

sólido a temperatura ambiente e corporal podendo ser um mono, di ou 

triglicerídeo, ácidos graxos, esteroides e ceras, entre outros, estabilizados por 

várias classes de agentes emulsionantes (SHAH et al., 2015). A solidez 

característica dos lipídeos que formam as NLS confere pouca mobilidade aos 

fármacos nelas incorporadas sendo capazes de sustentar e controlar a 

velocidade da liberação desses fármacos (MEHNERT, MADER 2012).   

A produção das NLS pode ser realizada em grande escala sem a 

utilização de solvente orgânico e as nanopartículas apresentam estabilidade 
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física por um longo prazo (JESUS, ZUHORN, 2015). Para a obtenção das NLS 

um dos métodos mais utilizados é a homogeneização a quente, a qual ocorre a 

temperaturas acima do ponto de fusão do lipídeo. Uma emulsão do tipo óleo-

em-água (O/A) é obtida com o fármaco dissolvido na fase lipídica e uma fase 

aquosa contendo um emulsionante hidrofílico e são aquecidos à mesma 

temperatura e são misturados sob agitação na temperatura de fusão do lipídeo 

por alta rotação como a proveniente pelo agitador do tipo Ultra-Turrax 

(MEHNERT, MADER, 2012). Dessa forma, as NLS são obtidas pela adição da 

emulsão ainda quente em água gelada, seguido de forte agitação e retirada do 

excesso de água. Assim, como a fase interna da emulsão é composta por 

lipídeos de baixo ponto de fusão, quando ela entra em contato com a água 

gelada as nanogotas lipídicas sofrem cristalização (MARENGO et al., 2000). 

Em geral, temperaturas elevadas resultam em tamanhos de partículas 

menores devido à diminuição da viscosidade da fase interna. No entanto, 

temperaturas muito elevadas podem aumentar a taxa de degradação do 

fármaco e do lipídeo (MEHNERT, MADER, 2012). 

Os compostos utilizados para produzir NLS são bem tolerados e 

apresentam pouca toxicidade (JESUS, ZUHORN, 2015). O ácido esteárico 

(AE) e os seus derivados têm sido utilizados na preparação de produtos 

farmacêuticos e cosméticos. Apresenta vários benefícios para a saúde quando 

consumido por via oral ou aplicado localmente sobre a pele (SAGIRI et al., 

2015).  

AE é o segundo ácido graxo saturado natural mais abundante, depois 

do ácido palmítico (SAGIRI et al., 2015). Possui características desejáveis para 

produção de NLS incluindo baixa temperatura de fusão, estabilidade térmica e 

química e não apresenta toxicidade (LATIBARI et al., 2015). Tem ponto de 

fusão mais elevado do que a temperatura corporal (69,6 °C), é biocompatível 

com os tecidos humanos e tem sido utilizada na composição de formas 

farmacêuticas para a liberação controlada de fármacos (SAGIRI et al., 2015). 

AE é um ácido graxo saturado com estrutura molecular CH3-(CH2)16-

COOH (SOUZA et al., 2015) e sua fórmula estrutural é mostrada na Figura 5. 

Devido ao rearranjo dos grupos carboxila e metila para a forma cristalina, 

muitas fases polimórficas podem ser obtidas dependendo das condições da 

cristalização e do tipo de solvente utilizado (SOUZA et al., 2015). 
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Figura 5: Estrutura química do AE. 

 

 

Polimorfismo é a capacidade que uma molécula possui de cristalizar-se 

em duas ou mais formas. O polimorfo é uma fase cristalina sólida de um 

determinado composto que embora tenha a mesma composição apresentam 

diferentes estruturas e propriedades, como por exemplo, ponto de fusão, ponto 

de ebulição, condutividade, volume, densidade, cor, morfologia, 

higroscopicidade, solubilidade, dissolução e estabilidade química. O surgimento 

de uma determinada forma cristalina é influenciada pela temperatura, taxa de 

cristalização, natureza do solvente, pureza do próprio ácido e pelo número de 

átomos de carbono presentes na cadeia (ALMEIDA, 2014). A forma polimórfica 

influencia na concentração de saturação sendo que a solubilidade é maior para 

as modificações polimórficas que apresentam alta energia interna e baixo ponto 

de fusão. Em geral, sabe-se que a forma mais cristalina de um polimorfo é a 

mais estável devido, principalmente, a sua baixa energia livre, o seu alto ponto 

de fusão e a sua baixa solubilidade (DURAN et al., 2010). 

Ácidos carboxílicos saturados normais podem ser representados pela 

fórmula geral CH3(CH2)n + 2COOH, onde n pode ser par ou ímpar, apresentam 

um complexo e variado comportamento polimórfico. O polimorfismo dos ácidos 

graxos depende da paridade do número n e é uma função de temperatura. 

Quando os ácidos carboxílicos apresentam n par estes se cristalizam nas 

formas A1, A2, A3, Asuper, Bo/m, C e Eo/m. Já para aqueles que apresentam n 

ímpar são observadas as formas cristalinas A”, B”, C’, C” e D”. Os polimorfos 

que possuem formas cristalinas A1, A2, A3, Asuper correspondem à simetria 

triclínica. Já as formas Bo/m, C e Eo/m correspondem à simetria monoclínica. No 

que diz respeito aos polimorfos designados por A” e B” pode-se obter a 

cristalização dos mesmos na simetria triclínica. As formas cristalinas C’ e C” 

pertencem à simetria monoclínica. No ácido esteárico podem ocorrer as fases 
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A2 (triclínico), Bm (monoclínico), B0 (ortorrômbico), C (monoclínico), Em 

(monoclínico) e E0 (ortorrômbico) (ALMEIDA, 2014). 

As NLS podem ser aplicadas com segurança sobre a pele inflamada 

e/ou danificada. O pequeno tamanho das partículas lipídicas assegura a sua 

íntima associação com o estrato córneo controlando a quantidade de fármaco 

que penetra na pele e após aplicação tópica as propriedades oclusivas das 

suspensões de NLS evitam a perda de água. As NLS são uma ótima alternativa 

para o transporte de fármacos glicocorticoides por permitir a liberação 

prolongada do fármaco no local de ação reduzindo, assim, os efeitos 

secundários dependentes da dose desses fármacos, conforme relatado por 

Prahdan, Singh, Singh (2015) com o uso de NLS contendo fluocinolona para 

tratamento da psoríase. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Equipamentos 

� Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91, 

Piracicaba, Brasil); 

� Balança analítica (CELTAC, modelo FA2104N, São Paulo, Brasil); 

� Balança termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto, 

Japão);  

� Bomba de vácuo (FISATOM, modelo 830, São Paulo, Brasil);  

� Ultracentrífuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21GII, Tóquio, 

Japão); 

� Destilador de água (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, São Paulo, Brasil); 

� Difratômetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japão); 

� Espectrômetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, 

modelo IR Prestige-21, Quioto, Japão); 

� Espectrômetro de auto-correlação a laser (MALVERN INSTRUMENTS, 

modelo Zetasizer Nanoseries ZS90, Malvern, Reino Unido);  

� Cromatógrafo líquido de alta eficiência (MERCK-HITACHI, modelo 

Lachrom D-7000, Tóquio, Japão);  

� Metalizador (SHIMADZU, modelo IC–50 Ion Coater, Quioto, Japão); 

� Microscópico eletrônico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX–550, 

Quioto, Japão);  

� Sistema de ultrapurificação de água (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, 

Estados Unidos); 

� Potenciômetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 

221, São Paulo, Brasil).  

� Dispersor ULTRA TURRAX IKA T 18 Basic de alta performance. 

� Equipamento de Termogravimetria – Calorimetria exploratória diferencial 

simultâneas -  NETZCH STA 409 PC/PG. 

 

4.2 Matérias primas e solventes 

• Halcinonida (HAL) - C24H32ClFO5, 454.96 g.mol-1, teor de pureza 99,2% 

(FAGRON, São Paulo, Brasil); 
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• Poli(ε-caprolactona) (PCL, Mw 10.000-14.000 g.mol-1, SIGMA-ALDRICH,  

St. Louis, MO, Estados Unidos); 

• Água ultrapura obtida através de filtração Milli-Q® (MILLIPORE, Bedford, 

Estados Unidos).  

• Acetona P.A (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil); 

• Brometo de potássio grau espectroscópico (KBr) (SIGMA-ALDRICH, St. 

Louis, Estados Unidos); 

• Metanol grau HPLC (EMD CHEMICALS INC., Darmstadt, Alemanha); 

• Monooleato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, 

DELAWARE, Porto Alegre, Brasil); 

• Monoestearato de sorbitano (Span 60®, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, 

Estados Unidos); 

• Ácido esteárico (FAGRON, São Paulo, Brasil). 

• Triglicerídeo do ácido cáprico e caprílico (FAGRON, São Paulo, Brasil). 

• Álcool etílico absoluto (JAND QUÍMICA, São Paulo, Brasil). 

• Natrosol® (PHARMA NOSTRA, Rio de Janeiro, RJ). 

• Citrato de fentanila (CRISTÁLIA, Itapira, SP). 

• Ketamina (CEVA,Paulínia, SP). 

• Xilazina (HERTAPE CALIER, Juatuba, MG). 

 

4.3 Desenho experimental 

 

 O fluxograma da Figura 6 apresenta de forma esquemática as etapas 

realizadas. Inicialmente as NNL e NLS foram obtidas por diferentes métodos. 

Um método analítico para quantificação da HAL incorporada nas 

nanopartículas foi desenvolvido e validado por CLAE. As NNL e NLS foram 

caracterizadas quanto a sua morfologia, suas propriedades físico-químicas por 

técnicas espectroscópicas e pelo comportamento térmico. A estabilidade física 

das nanoparticulas foi avaliada após armazenamento das amostras por 60 

dias. A permeação in vitro da HAL pela pele, simulada por membrana sintética, 

foi realizada, assim como um estudo in vivo para avaliação da resposta 

inflamatória e da toxicidade do fármaco liberado a partir das nanopartículas.  
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Figura 6: Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento da pesquisa. 
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4.4 Procedimento experimental 

4.4.1 Obtenção das NNL 

Para o preparo da formulação das NNL, foi utilizado o método da 

deposição interfacial do polímero pré-formado, segundo descrito por Fiel et al., 

(2014). A fase orgânica contendo o polímero PCL (0,1 g), triglicerídeo de ácido 

cáprico/caprílico (0,3 g), Span® 60 (0,077 g) e a HAL (0,03 g) foram dissolvidos 

em acetona (27 mL) e acrescentados à fase aquosa contendo Tween® 80 

(0,077 g em 53 mL) por gotejamento e sob moderada agitação e temperatura 

constante de 40° C. O solvente orgânico foi removido por evaporação sob 

pressão reduzida. A suspensão foi evaporada até volume final de 10 mL. As 

amostras foram preparadas com e sem fármaco (controle) em triplicata. 
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4.4.2 Obtenção das NLS 

As NLS foram obtidas pelo método de homogeneização a quente 

modificado segundo descrito por DOLATABADI et al. (2014). O AE (2,5 g) foi 

aquecido a aproximadamente 70 °C (para sua completa fusão) juntamente com 

a HAL (0,150 g). A solução aquosa contendo Tween® 80 (0,5 g em 30 mL) foi 

aquecida à mesma temperatura da fase lipídica, em béquer separado. Então, a 

fase aquosa foi vertida sobre a fase lipídica e homogeneizada com o auxílio de 

Ultra-Turrax, na velocidade de 16000 rpm durante 10 min a 70 °C. A 

solidificação das nanopartículas foi obtida dispersando esta emulsão formada 

em água gelada (20 mL a 0 ºC) a 3400 rpm em Ultra-Turrax durante 1 min. 

Após este tempo, a dispersão de nanopartículas foi mantida em repouso em 

banho de gelo por 5 min e armazenadas em geladeira. As amostras foram 

preparadas com e sem fármaco (controle) e em triplicata. 

 

4.4.3 Obtenção das misturas físicas 

As misturas físicas (MF) entre o polímero (PCL) e a HAL e entre o 

lipídeo sólido (AE) e a HAL foram preparadas para estudos de caracterização 

comparativos com as formulações das nanopartículas desenvolvidas. Essas 

misturas foram constituídas na proporção, em massa, de 1:1 (PCL:HAL) e (AE: 

HAL) com auxilio de gral e pistilo. 

 

4.4.4 Desenvolvimento e validação do método analítico de quantificação da 
HAL por CLAE  

4.4.4.1 Equipamentos e condições cromatográficas 

As análises por CLAE foram realizadas em cromatógrafo MERCK-

HITACHI (Lachrom D-7000), equipado com detector de UV L-7400, bomba L-

7100, degaseificador e injetor manual Rheodyne (volume de injeção: 20 µL), 

controlado por software Chromquest. As amostras foram injetadas com seringa 

de 100 µL (HAMILTON, Microliter 710).  

Uma coluna analítica de fase reversa GL Sciences Inertsil® ODS3 (150 

mm x 4.6 mm, 5 µm) e uma pré-coluna GL Sciences Inertsil® ODS3 

(10 mm x 4 mm, 5 µm), mantidas à temperatura ambient, foram utilizadas.  A 

eluição foi realizada de modo isocrático, com fase móvel (FM) constituída de 
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metanol:água (85:15 v/v) e vazão de 1,0 mL.min�1. O tempo de análise foi de 

10 minutos e a detecção ocorreu em 239 nm (KIRSCHBAUM et al., 1980).  

4.4.4.2 Validação do método analítico  

A validação do método analítico por CLAE foi realizada segundo os 

critérios propostos pelo International Conference on Harmonization of Technical 

Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 

2005) e pela Resolução 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003). Os 

parâmetros avaliados foram especificidade, linearidade, precisão, exatidão, 

limites de detecção e de quantificação e robustez. 

A especificidade foi determinada pela análise dos cromatogramas 

obtidos para as nanopartículas sem HAL (controle negativo) e para as 

contendo o fármaco, com o objetivo de avaliar a interferência dos outros 

componentes das formulações no tempo de retenção da HAL. 

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas três curvas analíticas 

nas concentrações de 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 e 40,0 µg mL-1 de HAL, na FM 

metanol:água (85:15 v/v). A equação da reta e o coeficiente de correlação (r) 

foram determinados com base no cálculo de regressão linear de mínimos 

quadrados.  

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) foram 

calculados segundo as equações descritas no ICH (2005), através da 

inclinação da reta da curva analítica. 

A precisão foi determinada pela repetibilidade, reprodutibilidade e 

precisão intermediária. A repetibilidade foi realizada a partir da análise de seis 

amostras independentes, na concentração de 25,0 µg.mL-1, no mesmo dia e 

nas mesmas condições experimentais. Para a reprodutibilidade foram 

analisadas 6 amostras (25,0 µg.mL-1) pela manhã e 6 amostras a tarde, no 

mesmo dia, seguida por mais 6 amostras na manhã seguinte. Para a avaliação 

da precisão intermediária as amostras (n=6) foram preparadas e analisadas por 

outro analista. Os resultados foram expressos por desvio padrão relativo 

(DPR). 

A exatidão foi determinada utilizando três níveis de concentração: 

baixo, intermediário e alto, concentrações essas intermediárias à curva de 

calibração (17,5; 25,0 e 35,0 µg.mL-1) e efetuadas em triplicata. A recuperação 
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foi realizada preparando-se uma solução inicial na concentração de 200 µg.mL-

1; em seguida uma nova solução com concentração conhecida de fármaco foi 

preparada utilizando a primeira solução como diluente, resultando assim numa 

concentração final de 700 µg.mL-1. Essas soluções foram preparadas em 

triplicata e diluídas para a concentração de 25 µg.mL-1 para que se mantivesse 

dentro da faixa de linearidade estabelecida pelo método. Para ambas as 

técnicas utilizadas, a verificação da exatidão do método foi realizada pelo valor 

da concentração média obtida comparada ao valor teórico, considerado 100 %. 

Para o estudo da robustez, a vazão do fluxo foi alterada para 0,995 e 

1,005 mL.min–1 e a FM foi alterada para metanol:água 84:16 (v/v) e 86:14 (v/v). 

Os estudos foram realizados em sextuplicata e os resultados foram analisados 

por DPR. 

4.4.4.3 Análise estatística da validação do método analítico por CLAE 

A análise estatística foi realizada por Análise de Variância (ANOVA) e 

análise de resíduos, utilizando software Statistica 8.0 (Statsoft, Inc.).  

 

4.4.5 Caracterização das NNL e NLS 

4.4.5.1 Avaliação da Eficiência de Encapsulação (EE) da HAL nas 

nanopartículas 

As NNL e NLS foram submetidas à ultrafiltração/centrifugação em 

centrifuga a 40000 rpm durante 10 minutos com auxílio de uma membrana de 

100 kDa (Amicon® 10.000 Mw, Milipore), que faz a separação da fase aquosa 

(contendo o fármaco livre) da parte da suspensão coloidal, sendo possível 

determinar a concentração do fármaco livre, através da determinação indireta. 

A HAL livre foi determinada no ultrafiltrado e a EE (%) foi calculada pela 

diferença entre a concentração teórica e a concentração encontrada de 

fármaco livre, empregando o método de CLAE validado. 

4.4.5.2 Determinação do pH das suspensões das nanopartículas 

A determinação do pH foi realizada em potenciômetro digital 

previamente calibrado com soluções tampão pH 4,0 e 7,0, diretamente nas 
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suspensões coloidais, após a preparação. Os resultados representam a média 

da triplicata. 

4.4.5.3 Determinação do diâmetro médio das nanopartículas, do índice de 

polidispersão (IPD) e do potencial zeta (PZ) 

O diâmetro médio das NNL e NLS e o IPD, referente à distribuição de 

seu tamanho, foram avaliados (n=3) por espectroscopia de correlação de 

fótons após diluição de uma alíquota de suspensão de nanopartículas em água 

ultrapurificada (1:500 v/v). As medidas foram realizadas utilizando o 

equipamento Zetasizer Nano Series ZS90 (MALVERN INSTRUMENTS). No 

mesmo equipamento, o PZ foi determinado por meio da técnica de mobilidade 

eletroforética, com o mesmo preparo de amostras para a análise do tamanho 

de partícula.  

4.4.5.4 Análises morfológicas e de superfície por microscopia eletrônica de 

varredura por emissão de campo (Field Emission Gun Scanning Electron 

Microscopy – FEG-SEM) 

A avaliação morfológica e de superfície das NNL e NLS foram 

realizadas em microscópico eletrônico de varredura por emissão de campo 

(TESCAN, modelo Mira 3, Brno, República Tcheca). As suspensões foram 

depositadas sobre os stubs de análise, secos em estufa a 37° C e submetidas 

à metalização com ouro em metalizador IC-50 Ion Coater (SHIMADZU, Quioto, 

Japão). Para obtenção das eletromicrografias, foram empregadas voltagens de 

aceleração de 10 e 15 kV em vários aumentos. 

4.4.5.5 Análise por difração de raios X (DRX) 

As suspensões de NNL e de NLS foram depositadas sobre lamínula de 

vidro e secas em estufa a 37 °C. HAL, PCL, AE e MF não receberam 

tratamento prévio à análise. Na sequência, as amostras foram examinadas em 

difratômetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV), scan de 2º.min–1 e 2θ de 

5º a 60º, radiação Kα de cobre (λ=1.5418Å), corrente de 40 mA e voltagem 30 

kV, para a observação de possíveis picos indicativos de cristalinidade. 
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4.4.5.6 Avaliação por espectroscopia na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy - FTIR) 

As NNL e de NLS liofilizadas foram analisadas por espectroscopia na 

região do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada 

amostra e 196 mg de KBr grau espectroscópico (2% m/m), no equipamento IR 

Prestige-21(SHIMADZU), 32 scans.min–1, resolução de 4 cm–1, na faixa de 

4000 a 400 cm-1.  

4.4.5.7 Avaliação por espectroscopia RAMAN com Transformada de Fourier 

(FT-RAMAN) 

As NNL e NLS liofilizadas foram analisadas por espectroscopia FT-

RAMAN utilizando um equipamento com laser de Nd:YAG com comprimento de 

onda de 1064 nm, potência nominal de 500 mW e detector de germânio, 

mantido sob refrigeração de nitrogênio líquido. Os dados do espectrômetro 

foram coletados através do software OPUS 6.5, onde ocorre a correção de 

background e os interferogramas são convertidos em espectros via 

transformada de Fourier. O equipamento operou com resolução espectral de 4 

cm-1, número de varreduras igual a 150, intervalo espectral de 4000 a 400 cm-1 

e potência do laser de 50 mW. As amostras foram analisadas com o apoio da 

COMCAP (UEM). 

 

4.4.5.8 Análise térmica 

A estabilidade térmica das amostras liofilizadas foi estudada por 

análise termogravimétrica (TGA) e por calorimetria diferencial de varredura 

(DSC), realizadas por aquecimento até 500 °C em equipamento da NETZCH 

STA 409 PC/PG. Foram pesadas aproximadamente 10 mg de cada amostra e 

acondicionadas em cadinhos de platina. As curvas térmicas foram obtidas sob 

fluxo de nitrogênio (20 mL.-1) a uma taxa de aquecimento de 10° C. min-1. As 

amostras foram analisadas com o apoio da COMCAP (UEM). 

 

4.4.5.9 Estudo de estabilidade das NNL e NLS 

As suspensões de NNL foram armazenadas à temperatura ambiente 

(25 ºC) e protegidas da luz em frascos âmbar e as NLS foram armazenadas em 
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refrigeração. As amostras foram monitoradas durante 60 dias pelas 

determinações de pH, diâmetro médio de partícula, IPD e potencial zeta e os 

resultados foram comparados com as análises realizadas após a preparação. 

 

4.4.6 Estudos de permeação cutânea in vitro da HAL a partir das NNL e NLS 

O estudo de permeação cutânea in vitro foi realizado em células 

verticais de difusão, com um compartimento receptor de 12 mL e uma área 

disponível de 1,77 cm2. Membranas sintéticas Strat M (Merck Millipore®) foram 

utilizadas no estudo por apresentarem alta similaridade com a pele humana. 

As amostras de NNL e NLS carregadas com HAL e o fármaco livre 

foram individualmente incorporadas em gel de natrosol a 0,5 %, mantendo a 

concentração do fármaco em 0,1 % em todas as amostras. A membrana foi 

posicionada entre o compartimento doador e receptor das células verticais de 

difusão, conforme indicação do fabricante.  No compartimento doador foi 

adicionado 1,0 g de gel contendo as amostras e o sistema foi mantido sob 

agitação constante e à temperatura de 37 ºC. Considerando o caráter lipofílico 

da amostra em estudo, o compartimento receptor foi preenchido com álcool 

isopropílico, garantindo a condição “sink”. Foram retiradas alíquotas de 3,0 mL 

do meio receptor nos tempos 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas e o volume foi reposto.  

O fármaco permeado contido nas alíquotas, considerando o volume 

total da célula e a área efetiva para liberação na célula foi quantificado por 

CLAE utilizando o método analítico validado.  O estudo foi realizado em 

triplicada. 

 

4.4.7  Avaliação in vivo da resposta inflamatória e da toxicidade da HAL a partir 

das NNL e NLS 

O estudo in vivo foi realizado com 72 ratos Wistar com peso entre 200 

e 250 g. Os animais foram distribuídos em seis grupos (n=12) e em cada 

animal foi produzida uma lesão na região lombar de 2,0 cm², após anestesia 

com ketamina (40,0 mg.kg-1) e xilazina (5,0 mg.kg-1) por via intraperitoneal. 

Após a produção das lesões, os animais receberam citrato de fentanila (2,0 

mg.kg-1), para que fosse minimizado o desconforto no pós operatório e assim 

que os animais retornaram da anestesia, receberam água e ração comercial ad 
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libitum. A metodologia foi realizada conforme projeto de pesquisa aprovado 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UEPG (Protocolo 

050/2015). 

O tratamento das lesões iniciou-se aproximadamente 12 horas após a 

produção das lesões e cada animal foi tratado diariamente, durante 15 dias, 

com 0,5 mL de gel de natrosol a 0,5 % contendo as amostras administrados 

sobre as lesões. Os grupos de animais tratados foram: (i) gel com NNL-HAL; 

(ii) gel com NLS-HAL; (iii) gel com NNL inerte; (iv) gel com NLS inerte; (v) gel 

com HAL livre; (vi) gel sem amostra (controle). A concentração da HAL em 

todas as amostras que a continham foi de 0,1 %. Durante o tratamento não 

ocorreu nenhuma aproximação dos bordos da lesão cutânea e a avaliação da 

cicatrização foi realizada por segunda intenção. 

As lesões de cada animal foram avaliadas segundo a clínica 

macroscópica por hemorragia local, presença de coágulos, crostas, tecido de 

granulação, epitelização e presença de exsudato. A área de cada lesão foi 

mensurada nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18, posicionando um plástico 

transparente sobre a lesão e demarcando com caneta de retroprojetor a sua 

área para a avaliação da retração média da área da lesão por grupo. A medida 

da área foi realizada pela digitalização das imagens obtidas utilizando o 

programa ImageJ® e os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey. 
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5 RESUTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Obtenção das NNL 

As suspensões de NNL obtidas apresentaram macroscopicamente o 

aspecto de um líquido leitoso e opalescente com reflexo azulado, relacionado 

ao movimento browniano das estruturas coloidais (Efeito Tyndall) em acordo 

com os resultados previamente relatados para outros sistemas 

nanoparticulados (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS; FESSI; 

ELAISSARI, 2010). 

 

5.2 Obtenção das NLS 

As NLS obtidas apresentaram-se macroscopicamente como uma 

emulsão branca leitosa, sem separação de fase, formação de creme ou 

qualquer outro aspecto que pudesse indicar instabilidade física. 

  

5.3 Desenvolvimento e validação do método analítico de quantificação da HAL 

por CLAE  

O método analítico para quantificação da HAL nas nanopartículas foi 

desenvolvido por CLAE e a Figura 7 mostra o cromatograma obtido pela 

injeção de uma solução de HAL na FM (metanol:água, 85:15, v/v) de 25,0 

µg.mL-1. O tempo de retenção do fármaco foi de 4,21 minutos. 

 

Figura 7: Cromatograma obtido para HAL (25,0 µg. mL-1; FM: metanol:água, 85:15, v/v). 
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5.3.1 Validação do método analítico 

Para garantir que o método analítico desenvolvido forneça informações 

confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, ele deve passar por um processo 

de avaliação denominado validação, que garante a confiabilidade e a 

rastreabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).  

 

5.3.1.1 Especificidade 

É a capacidade que o método possui de medir exatamente uma 

substância na presença de outros componentes tais como impurezas, produtos 

de degradação e componentes da formulação (BRASIL, 2003).  

Para garantir a especificidade do método desenvolvido foram 

comparadas as formulações de nanopartículas inertes com as que continham o 

fármaco. O método desenvolvido demonstrou ser específico para a HAL, 

conforme demonstrado pela Figura 8, uma vez que o pico referente ao fármaco 

(tR = 4,2 min) não apareceu nas formulações NNL e NLS inertes (sem HAL), 

indicando que não houve interferência dos demais componentes das 

formulações das nanopartículas para a quantificação do fármaco. 

 
Figura 8: Cromatograma das nanopartículas: (A) NLS inerte; (B) NLS-HAL; (C) NNL inerte e (D) 
NNL-HAL (FM: metanol:água, 85:15, v/v). 
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5.3.1.2 Linearidade 

A linearidade do método analítico corresponde à capacidade do 

método em fornecer resultados diretamente proporcionais à concentração da 

substância em análise dentro de um determinado intervalo (BRASIL, 2003). 

A equação geral da reta foi obtida através da média de três curvas 

analíticas. O intervalo estudado foi de 10 a 40 µg.mL-1 (Figura 9) e a equação 

da reta representativa da linearidade é y = 43639,9632x – 8299,2874 (n=3) 

com coeficiente de correlação (r) igual a 0,9994. O método se mostrou linear 

dentro do intervalo de concentração determinado e o valor de r foi maior que 

0,99; valor mínimo aceitável segundo a RE 899/2003 (ANVISA).  

 

Figura 9: Representação gráfica da curva analítica da HAL obtida por CLAE (FM: metanol:água 
85:15 v/v; ʎ = 239 nm) 
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De acordo com o Analytical Methods Committee, um valor de 

coeficiente de regressão próximo a 1,00 não é, necessariamente, o resultado 

de uma relação linear e, em consequência, o teste para a falta de ajuste que 

avalia a variação dos valores residuais deve ser aplicado (GOMES et al., 2015; 

KLEIN et al., 2012). A ANOVA para a linearidade do método está apresentada 

na Tabela 1. O valor de F para a falta de ajuste foi menor que o valor de F 
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tabelado para o intervalo de 95% de confiança (α = 0,05) indicando que a 

regressão linear não mostrou falta de ajuste. 

Tabela 1: Resultado ANOVA para a linearidade do método desenvolvido para HAL. 

 SS df MS F Ftab 
Modelo 1.8581 x 108 1 1.8581 x 108 0.60 3.04 

Resíduo 4.0503 x 109 1
3 3.1156 x 108 Linear  

Falta de 
ajuste 2.2397 x 108 3 0.7465 x 108 0.195117 2.72 

Erro puro 3.8263 x 109 1
0 3.8263 x 108 Não há falta 

de ajuste 
 

SS: soma dos quadrados dos resíduos; df: graus de liberdade; MS: quadrados médios dos resíduos; F: 
valor do teste F; Ftab: valor de F tabelado 
 

5.3.1.3 Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 

O LD é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que 

pode ser detectada, porém não necessariamente quantificada. Já o LQ 

representa a menor quantidade presente em uma amostra que pode ser 

determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições 

experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Os valores obtidos para LD e LQ 

da HAL pelo método desenvolvido foram de 0,04 µg.mL-1 e 0,14 µg.mL-1, 

respectivamente. 

 

5.3.1.4 Precisão 

Os resultados obtidos para a precisão estão descritos na Tabela 2. As 

análises de repetibilidade, reprodutibilidade e precisão intermediária mostraram 

que o método desenvolvido para a quantificação da HAL foi preciso, pois os 

valores de DPR de todos os parâmetros foram menores que 5,0 %, conforme 

estabelecido pela RE 899/2003 (ANVISA). 
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Tabela 2: Resultados obtidos para precisão (repetibilidade, reprodutibilidade e precisão 
intermediária). 

 Concentração 
teórica 

(µg.mL-1) 

Concentração 
experimental 
(µg.mL-1

 ± DP) 

Recuperação 
(%) 

 

DPR 
(%) 

Repetibilidade 
(n=6) 

25.0 25.9 ± 0.75 103.6 ± 2.99 2.88 

Reprodutibilidade     
Manhã 1 (n=6) 25.0 25.61± 0.28 102.45 ± 1.14 1.09 
Manhã 2 (n=6) 25.0 25.1 ± 0.52 102.09 ± 4.46 4.37 
Tarde 1 (n=6) 25.0 25.23 ± 0.34 100.93 ± 1.36 1.35 
Precisão 
Intermediária  

    

Analista 1 (n=6) 25.0 25.9 ± 0.75 103.6 ± 2.99 2.88 
Analista 2 (n=6) 25.0 25.72 ± 0.33 102.9 ± 1.33 1.29 

  DP: desvio padrão; DPR: desvio padrão relativo 

 

5.3.1.5 Exatidão 

A exatidão foi determinada utilizando concentrações intermediárias e 

através da recuperação (Tabelas 3 e 4). Os resultados obtidos para os dois 

métodos utilizados apresentaram DPR menor que 5,0 % e, ainda, o método por 

recuperação apresentou porcentagem de recuperação próxima a 100 %, de 

acordo com o estabelecido pela RE 899/2003 (ANVISA). 

Tabela 3: Resultados obtidos para exatidão através da variação dos níveis de concentração da 
amostra. 

Níveis de 
concentração 

Concentração 
teórica 

(µg.mL-1) 

Concentração 
experimental 
(µg.mL-1

 ± DP) 

Recuperação 
(%) 

 

DPR 
(%) 

Baixa 17.5 16.68 ± 0.25 95.31 ± 1.44 1.51 
Média 25.0 24.52 ± 0.18 98.06 ± 0.72 0.73 
Alta 35.0 34.35 ± 0.30 98.14 ± 0.89 0.90 

      DP: desvio padrão; DPR: desvio padrão relativo 

 

Tabela 4: Resultados obtidos para exatidão através da recuperação. 

Concentração 
teórica (µg.mL-1) 

Concentração 
experimental 
µg.mL-1 ± DP) 

Recuperação 
(%) 

 

DPR 
(%) 

200 198.48 ± 6.18 99.24 ± 3.09 3.11 
700 704.6 ± 22.69 100.65 ± 3.24 3.22 

                   DP: desvio padrão; DPR: desvio padrão relativo 
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5.3.1.6 Robustez 

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em 

resistir a pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos 

(BRASIL, 2003). Assim, foram realizadas variações no fluxo e na composição 

(proporção) da FM. Os resultados, mostrados na Tabela 5 (DPR < 5,0 %), 

indicam a confiança do método diante de pequenas variações que podem 

ocorrer durante o processo, demonstrando que o método desenvolvido é 

robusto. 

Tabela 5: Resultados obtidos para robustez. 

Condições Concentração 
experimental 
(µg.mL-1 ± SD) 

Recuperação  
(%) 

 

DPR 
(%) 

Fluxo    
0.995 mL.min-1 25.89 ± 0.26 103.56 ± 1.05 1.00 
1.005 mL.min-1 26.00 ± 0.41 104.03 ± 1.64 1.54 
Fase móvel    
84:16 26.25 ± 0.24 105.00 ± 0.95 0.90 
86:14 26.48 ± 0.19 105.93 ± 0.75 0.70 

                 DP: desvio padrão; DPR: desvio padrão relativo 

 

5.4 Caracterização das NNL e NLS 

5.4.1 Avaliação da EE da HAL nas NNL e NLS  

Para a determinação do teor de fármaco incorporado utilizou-se o 

método indireto e as amostras foram analisadas em triplicata (Tabela 6). A EE 

encontrada foi próxima a 100 %, indicando que o fármaco foi totalmente 

incorporado às nanopartículas. 

 

Tabela 6: Teor de HAL incorporada e EE. 

Amostra Concentração teórica 
(µg.mL-1) 

HAL encapsulada 
(µg.mL-1 ± DP) 

EE (% ± DP) 

NNL  3000 2997,092 ± 1,14 99,90 ± 0,04 
NLS  3000 2999,01 ± 0,1 99,96 ± 0,005 

DP: desvio padrão; EE: eficiência de encapsulação. NNL: nanopartícula polimérica de núcleo          
lipídico; NLS: nanopartícula lipídica solida; HAL: halcinonida. 

  

Não foram encontrados na literatura estudos sobre a HAL incorporada 

em sistemas nanoestruturados, assim, também não há relatos sobre a EE 

deste fármaco. Entretanto, Silva et al.(2015) conseguiu EE semelhante ao 
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encapsular betametasona, um fármaco da mesma classe farmacêutica da HAL, 

em nanopartículas poliméricas. 

  

5.4.2 Determinação do diâmetro médio, do IPD, do pH e do PZ das NNL e NLS 

As análises morfológicas, de superfície e de estabilidade das NNL e 

NLS carregadas com HAL logo após a preparação e após 60 dias de 

armazenamento estão demonstrados na Tabela 7. As análises estatísticas 

entre as nanopartículas carregadas e sem fármaco, realizadas pelo teste t de 

Student, revelaram que não houve diferença significativa em nenhum dos 

parâmetros estudados (diâmetro médio, IPD, PZ e pH), indicando que a 

incorporação da HAL não modificou essas características físico-químicas nas 

nanopartículas.  

Tabela 7: Diâmetro médio, PZ, IPD e pH das NNL e NLS carregadas com HAL após a 
preparação e após 60 dias de armazenamento. 

 NNL-HAL 
 

NNL-HAL 
 (após 60 dias) 

NLS-HAL NLS-HAL 
(após 60 dias) 

Diâmetro  
(nm±DP) 

267,30 ± 1,17a 279,66 ±11,62a 494,90 ± 27,72b 466,76 ± 6,03b 

PZ -32,06 ± 4,79a -34,21 ± 5,02a -28,33 ± 3,74b -32,8 ± 1,80b 
IPD 0,21 ± 0,03a 0,26 ± 0,08a 0,37 ± 0,02b 0,30 ± 0,01c 
pH 6,53 ± 0,14a 6,12 ± 0,33a 5,36 ± 0,06b 5,69 ± 0,15ª,c 

DP: desvio padrão. PZ: potencial zeta; IPD: índice de polidispersão. NNL: nanopartícula polimérica de 
núcleo lipídico; NLS: nanopartícula lipídica sólida. Letras iguais indicam que não há diferença 
estatística significativa entre as amostras para cada análise (p>0,05) pelo teste t de Student. 

 

Estudos têm sido desenvolvidos para avaliar os principais fatores que 

afetam o diâmetro das partículas nos sistemas nanoestruturados. No caso do 

método de obtenção das NNL por deposição interfacial, a presença do 

polímero (PCL) pode conduzir a uma maior diminuição do tamanho das 

partículas em relação ao método de obtenção de NLS por microemulsificação 

devido, provavelmente, à redução da energia livre interfacial do sistema 

mediante um efeito estabilizador causado também pelo polímero ao redor das 

gotículas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Esse efeito poderia justificar a diferença 

encontrada entre os diâmetros médios das nanopartículas obtidas, NNL e NLS 

(p = 0,0037), uma vez que as NLS não contêm polímeros na sua constituição.  

NNL e NLS foram caracterizadas em relação ao PZ que é uma medida 

que indica o potencial elétrico que surge na suspensão coloidal quando 
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nanopartículas adquirem carga elétrica em sua superfície em contato com um 

líquido. Este potencial elétrico é influenciado pelas mudanças na interface das 

partículas com o meio dispersante, em razão da dissociação de grupos 

funcionais de superfície ou da adsorção de espécies iônicas presentes no meio 

aquoso da dispersão (SAVIAN et al., 2015; SCHAFFAZICK et al., 2003). 

Dessa forma a medida do PZ auxilia a avaliação da estabilidade das 

dispersões coloidais durante armazenamento. De modo geral, a agregação 

entre nanopartículas é menos provável em partículas carregadas com altos 

valores de PZ e valores próximos a 30 (em módulo) indicam repulsão elétrica 

entre elas (ARANA et al., 2015). Os valores de PZ obtidos das amostras 

analisadas (próximos a -30 mV) indicaram estabilidade elétrica das 

nanopartículas, sendo que as NNL apresentaram maior estabilidade do que as 

NLS (p = 0,035). Em relação a análise após armazenamento de 60 dias em 

cada tipo de nanopartícula (NNL ou NLS) não houve diferença estatística entre 

o mesmo grupo.  

Os resultados de IPD mostraram diferença estatística entre as NNL e 

NLS (p = 0,0018), porém ambos indicaram homogeneidade de tamanho de 

partícula, uma vez que o IPD é um índice que varia de zero, quando todas as 

nanopartículas da dispersão apresentam relativamente o mesmo tamanho e 

um (1,0), quando o diâmetro médio das partículas é bastante heterogêneo 

(DAL PIZOL, 2014) e valores de IPD menores que 0,3 indicam formação de 

sistemas monodispersos (NEMEN & LEMOS-SENNA, 2011), conforme 

encontrado nas NNL. Após o armazenamento por 60 dias, houve redução 

significativa do IPD das NLS (p = 0,0028), indicando que durante o 

armazenamento a distribuição do tamanho das partículas tornou-se mais 

homogênea, provavelmente devido à presença do tensoativo (Tween® 80) na 

superfície das partículas, reduzindo a tensão interfacial e proporcionando 

impedimento estérico que evita a agregação (DAL PIZOL, 2014). 

Todas as formulações apresentaram pH levemente ácido (variando de 

5,3 a 6,6), devido às características de seus constituintes. A presença da PCL 

contribui para a obtenção de suspensões de caráter ácido, conforme descrito 

por outros autores (KULKAMP et al., 2009), assim como o AE que resulta em 

nanopartículas de caráter ácido.  
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No estudo de estabilidade, os valores de pH das NNL não 

apresentaram diferença estatística indicando que não houve degradação da 

formulação mantendo a estabilidade. Já as NLS apresentaram um pequeno 

aumento do pH da suspensão (p = 0,0290) após os 60 dias de 

armazenamento, o que pode indicar a formação de nanopartículas de AE 

durante o armazenamento, tornando a dispersão um pouco menos ácida. O 

estudo de estabilidade das NLS mostrou redução do IPD e aumento do pH, 

estatisticamente significativas, resultando em uma dispersão de nanopartículas 

mais homogênea e menos ácida.  

 

5.4.3 Microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo (FEG-SEM) 

Através das fotomicrografias apresentadas na Figura 10 (a e b), 

observou-se que as nanopartículas apresentaram estruturas esféricas e de 

superfície lisa. Essa característica pode indicar a encapsulação da HAL, que 

apresenta baixa solubilidade em água e, portanto, maior afinidade ao núcleo 

lipídico das nanopartículas.  Beck et al. (2003) identificaram nanopartículas 

com as mesmas características ao examinar a morfologia de nanopartículas 

contendo dexametasona.  

 

Figura 10 (a): Fotomicrografia da NNL (50.000 x); (b) Fotomicrografia da NLS (37.700 x). 
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5.4.4 Difração de Raios X 

A DRX caracteriza a amostra em termos de cristalinidade e traz 

informações sobre os tamanhos dos cristais, a orientação da cadeia de 

polímero ou alterações na morfologia cristalina (KOTZIANOVA et al., 2014). 

A Figura 11a apresenta o difratograma do AE. Ele é encontrado em 

diferentes formas polimórficas e com base na análise do pico em relação às 

posições do pico e ao espaçamento (d) do difratograma, AE corresponde à 

forma-C ou forma monocíclica, assim como descrito por SAGIRI et al. (2015). 

As análises de DRX para o AE revelaram picos característicos em 2θ iguais a 

21,57° e 23,79°, condizente com o encontrado por Latibari et al. (2015) de 21,6° 

e 23,8° e também por Severino et al. (2011) de 21,5° e 24,1°. 

A PCL (Fig. 11b) apresentou dois picos distintos de difração em 2θ 

iguais em 21,69° e 23,77°, sendo esses valores adequados e muito próximos 

aos já descritos por Azous et al.  (2016) que obteve picos de 21,3° e 23,6° e 

também por Abdelrazek et al. (2015) com os picos de 21,4° e 23,8°.  

 

Figura 11 (a) DRX do AE; (b) DRX da PCL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 12 apresenta o difratograma da HAL, revelando quatro picos 

característicos do fármaco em 2θ iguais a 12,50°, 14,70°, 18,17° e 19,63°. Não 

consta na literatura nenhuma informação sobre a DRX de HAL. 
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Figura 12: DRX da HAL. 
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A DRX das NLS (Figura 13) mostrou desaparecimento dos picos da 

HAL, indicando a amorfização do fármaco nas nanopartículas e redução 

significativa na intensidade do pico em 23,79° referentes ao AE. Nas NLS a 

manutenção dos picos da AE em menor intensidade pode representar a 

presença de cristais muito finos na superfície da nanopartícula, fato este que foi 

relatado por Kelidari et al. (2015) ao desenvolver NLS carregadas com 

espironolactona.  

Além disso, foi observado um deslocamento do pico em 21,57° do AE 

nas NLS carregadas e inertes para 19,49° indicando modificação da estrutura 

cristalina do AE e também uma possível amorfização do lipídio durante o 

processamento para obtenção das NLS, já que houve o desaparecimento do 

pico em 6,72°. 
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Figura 13: DRX das NLS. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura física; 
NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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Já nas NNL houve total amorfização da HAL e da PCL, indicando que o 

método utilizado para obtenção das nanopartículas foi ideal para a 

incorporação da HAL (Figura 14). 

 

Figura 14: DRX das NNL. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-HAL: mistura 
física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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5.4.5 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) 

FTIR é uma técnica para a identificação, elucidação estrutural, 

determinação da pureza e quantificação de substâncias orgânicas, bem como 

no controle e acompanhamento de reações (LOPES & FASCIO, 2004). 

O espectro do AE obtido por FTIR (Figura 15a) mostra o estiramento 

dos grupamentos simétricos C–H3 e C–H2, representado pelas bandas 2916 e 

2851 cm-1 respectivamente. A banda 1697 cm-1 representa o estiramento do 

grupo C=O. A alocação para vibração no plano de curvatura do grupo funcional 

O–H está representada pelas bandas 1462 e 1294 cm-1. A banda 928 cm-1 

mostra a vibração fora do plano de curvatura do grupamento O–H e a banda 

722 cm-1 é referente à vibração oscilante do grupo O–H. O espectro do AE 

obtido está de acordo com outros relatados por Latibari et al. (2015) e Chen et 

al. (2013). 

No espectro da PCL (Figura 15b) foram identificadas as bandas 2960 e 

2865 cm-1 referentes ao grupamento C–H2 assimétrico e simétrico 

respectivamente. A banda 1719 cm-1 representa a vibração de estiramento do 

grupo C=O, as ligações C–H2 são representadas pelas bandas 1460, 1372 e 

719 cm-1 e as bandas 1171 e 1037 cm-1 se referem ao estiramento da fase 

amorfa C–O e à vibração de estiramento do grupamento C–O–C, 

respectivamente. As bandas da PCL encontradas estão de acordo com as 

relatadas por Catauro et al. (2016) e Abdelrazek et al. (2015). 

 

Figura 15: Espectro FTIR de: (a) AE; (b) PCL. 
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Em relação à caracterização da HAL por FTIR a literatura não traz 

informações. Sendo assim, as principais bandas características deste fármaco 

foram identificadas e descritas (Fig. 16): a banda 3431 cm-1 refere-se ao 

estiramento da ligação O–H e a banda 2943 cm-1 à ligação C–H2. A ligação 

C=O é representada pela banda 1723 cm-1, enquanto a banda 1666 cm-1 

refere-se à ligação C=C. O grupamento C–H3 é representado pela banda 1366 

cm-1, a banda em 1057 cm-1 é referente à ligação C–F e a ligação C–Cl é 

representada pela banda 690 cm-1.  

 

Figura 16: Espectro FTIR da HAL.  
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A HAL é um derivado da hidrocortisona, que apresenta apenas dois 

átomos de F e um de Cl a mais, e comparando os espectros da HAL e da 

hidrocortisona as mesmas bandas relativas aos grupamentos comuns da 

estrutura dos dois fármacos, com exceção das ligações C-F e C-Cl, foram 

encontrados. Essas bandas relativas aos grupamentos encontram-se citadas 

na literatura por Lam et al. (2012) e Hussain et al. (2013). 

Nos espectros de NNL carregada e inerte (Figura 17) foi possível 

observar as bandas referentes ao triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico 

utilizado em aproximadamente 70% composição das nanopartículas. As 

bandas identificadas para o triglicerídeo por Silverstein, Bassler & Morril (1991) 

e que também estão presentes nas nanopartículas foram: 2921 e 2851 cm-1 

referentes à deformação axial de CH2, 1739 cm-1 relacionada à deformação 
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axial de ligação C=O, 1458 cm-1 referente à deformação angular de CH3 e as 

bandas 1153 e 1107 cm-1 que dizem respeito à deformação axial da ligação C-

O-C. 

 

Figura 17: Espectros de FTIR de NNL. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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As Figuras 18 e 19 são referentes à ampliação dos espectros das NNL 

de 4000 a 2000 cm-1 e 2000 a 400 cm-1, respectivamente. Podem-se observar 

as bandas referentes ao triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico, marcadas com 

as setas tanto nas NNL carregadas com HAL quanto nas inertes.  
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Figura 18: Espectro FTIR de NNL de 4000 a 2000 cm-1. HAL: halcinonida; PCL: poli(ε-
caprolactona); MF PCL-HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0: NNL inerte. 
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Figura 19: Espectro FTIR de NNL de 20000 a 400 cm-1. HAL: halcinonida; PCL: poli(ε-
caprolactona); MF PCL-HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0: NNL inerte. 
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As NLS carregadas com HAL e inertes apresentaram espectros 

semelhantes com as bandas referentes ao AE devido ao fato de este compor 

aproximadamente 80 % da formulação das NLS (Figura 20). As bandas das 

misturas físicas correspondem às bandas do AE e da HAL (LOPES; FASCIO, 

2004).  
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Figura 20. Espectro FTIR de NLS. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura 
física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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As Figuras 21 e 22 são referentes à ampliação dos espectros das NLS 

de 4000 a 2000 cm-1 e 2000 a 400 cm-1, respectivamente. Podem-se observar 

as bandas referentes ao AE evidenciadas, marcadas com as setas tanto nas 

NLS carregadas com HAL quanto nas inertes. 

Figura 21: Espectro FTIR de NLS em 4000 e 2000 cm-1. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; 
MF AE-HAL: mistura física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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Figura 22: Espectro FTIR de NLS em 2000 e 400 cm-1. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; 
MF AE-HAL: mistura física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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5.4.6  Espectroscopia de Raman com Transformada de Fourier (FT-RAMAN) 

FT-Raman é uma técnica na qual a luz dispersa é utilizada para definir 

a natureza das moléculas dentro de um volume irradiado; é o espalhamento 

inelástico da luz de uma amostra (SMITH et al., 2015). O comportamento das 

bandas Raman pode dar informações importantes relacionadas com a 

estrutural e/ou alterações de simetria na célula unitária. A análise das 

modificações pode determinar mudanças que ocorrem no cristal. Tais 

alterações moleculares podem ser compreendidas de duas formas diferentes: 

(i) a fase de transição sofrida pelo cristal e (ii) rotação ou torção da molécula na 

célula unitária (fase de transição conformacional originado pelo rearranjo das 

ligações de hidrogênio entre os grupos COOH dos dímeros) (SOUZA et al., 

2015). 

Na análise do espectro do AE (Figura 23a) foram identificadas as 

bandas já relatadas por Souza et al. (2015): 1062 e 1127 cm-1 referente ao 

alongamento da ligação C–C, 1277 cm-1 indicando vibração de torção do CH2, 

1428 cm-1 representando deformações das ligações CH2 e CH3, e a banda 2865 

cm-1 que é referente às vibrações de alongamento de grupos metil. 

No FT-Raman do polímero PCL (Figura 23b) foram identificadas 

bandas em 1097 cm-1 referente ao alongamento da cadeia, 1309 e 1437 cm-1 

correspondentes as vibrações de deformação do grupo CH2, 1720 cm-1 que se 

refere ao componente cristalino da vibração C=O e a banda mais proeminente 
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da PCL em 2928 cm-1 que se refere ao grupamento CH2. Essas bandas estão 

de acordo com as encontradas por Kotzianova et al. (2014) e por Carbone et al. 

(2015). 

 

Figura 23: Espectro FT-Raman de: (a) AE, (b) PCL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O espectro de HAL (Figura 24) revelou como principais bandas os 

comprimentos de onda de 658 cm-1 que indica a ligação C-Cl, 929 cm-1 

referente ao grupamento C– –C, 1456 cm-1 referente à vibração da ligação C=C 

da cadeia aromática, 1653 cm-1 que indica o estiramento da ligação C=C e 

2959 cm-1 que representa o estiramento do grupo C - H. Não existem relatos na 

literatura sobre FT-Raman de HAL.  

 

Figura 24: Espectro FT- Raman da HAL. 
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O espectro das NNL (Figura 25) apresenta as bandas referentes ao 

triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico, condizente com o espectro observado 

por Anantachaisilp et al. (2010), com bandas em 2905 e 2777 cm-1. Devido à 

grande proporção dessa matéria-prima utilizada na formulação os picos do 

fármaco não foram evidenciados.  

 

Figura 25: Espectro FT- Raman de NNL. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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As Figuras 26 e 27 são referentes à ampliação dos espectros das NNL 

de 4000 a 2000 cm-1 e 2000 a 400 cm-1, respectivamente. Na Figura 26 pode-

se observar a banda referente ao triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico 

evidenciada, marcadas pelas setas tanto nas NNL carregadas com HAL quanto 

nas inertes. 
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Figura 26: Espectro FT- Raman de NNL em 4000 e 2000 cm-1. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: 
halcinonida; MF PCL-HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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Na Figura 27 pode-se observar as bandas referentes a PCL nas NNL 

carregadas e inertes, marcadas pelas setas. 

Figura 27: Espectro FT- Raman de NNL em 2000 e 400 cm-1. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: 
halcinonida; MF PCL-HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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Nas NLS (Fig. 28) verifica-se a presença de picos bem definidos 

referentes ao AE, componente de maior proporção na formulação, omitindo os 

picos referentes ao fármaco, como pode ser comprovado ao analisar 

separadamente os espectros entre 4000 e 2000 cm-1 e 2000 e 400 cm-1 pelas 

Figuras 29 e 30, respectivamente, tanto das NLS carregadas com HAL quanto 

nas inertes, conforme marcado pelas setas. 
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Figura 28: Espectro FT-Raman de NLS. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: 
mistura física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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Figura 29: Espectro FT-Raman de NLS em 4000 e 2000 cm-1. AE: ácido esteárico; HAL: 
halcinonida; MF AE-HAL: mistura física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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Figura 30: Espectro FT-Raman de NLS em 2000 e 400 cm-1. AE: ácido esteárico; HAL: 
halcinonida; MF AE-HAL: mistura física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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5.4.7 Análise térmica 

DSC é um dos métodos mais comuns utilizados para estudar as 

interações físico-químicas entre fármaco e polímero em nanopartículas 

(RESCIGNANO et al., 2015; BERNABEU et al., 2014). Esta técnica nos permite 

elucidar se o fármaco está em estado amorfo ou cristalino e se o procedimento 

de nanoencapsulação modifica ligeiramente a temperatura de fusão do 

polímero (BERNABEU et al., 2014).  

A TGA é uma técnica útil para a definição de estabilidade térmica e de 

ativação de energia relacionados com a cinética de decomposição do estado 

sólido das nanopartículas (DOGAN, TEMIZKAN & KAYA, 2015). Na análise de 

TGA a variação de massa de uma determinada amostra em uma atmosfera 

controlada é registrada continuamente como uma função da temperatura ou do 

tempo. As curvas TGA permitem conhecer as alterações que o aquecimento 

pode provocar nos materiais e determinam também a que temperatura os 

materiais começam a se decompor, ou seja, a estabilidade térmica do material 

e por fim ainda permite acompanhar o andamento das reações de 

desidratação, oxidação, combustão, decomposição entre outras (DIAS, 2013). 

A Figura 31 mostra a curva DSC das NLS. HAL apresentou 

temperatura de fusão de 277,14 °C.  AE fundiu a 56,5 °C, conforme descrito na 

literatura por Djefel et al. (2015), Wang et al. (2015) e Chen et al. (2013). O pico 
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de fusão da HAL desapareceu nas NLS carregadas, indicando que o fármaco 

está no estado amorfo ou dissolvido no núcleo lipídico. 

 

Figura 31: Curva de DSC das NLS. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura 
física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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A DSC é frequentemente aplicada no estudo das NLS a fim de 

investigar o estado físico do lipídeo, devido às variações das propriedades da 

matriz lipídica durante a formação da dispersão coloidal. Mesmo quando 

lipídeos cristalinos são utilizados no preparo das dispersões, as partículas do 

lipídeo não necessariamente se apresentam com as mesmas propriedades 

após a formação da dispersão, especialmente quando o método utilizado exige 

aquecimento (LASSERA et al.,2015).  

Tanto as NLS inertes quanto as carregadas com o fármaco, 

apresentaram pico bem definido para o lipídeo, mas foi levemente deslocado a 

temperaturas mais baixas. O pico de fusão reduzido do lipídeo nas NLS sugere 

que a matriz de AE foi solidificada com êxito durante a preparação das 

nanopartículas, confirmando assim que foram obtidas adequadamente. O 

desvio do sinal endotérmico para temperaturas mais baixas pode estar 

relacionado com o tamanho de partícula, de acordo com a equação de Gibbs-

Thomson, em que para um determinado tamanho de partícula, é possível 

observar uma diminuição da temperatura de fusão em comparação com o 

material puro (LASSERA et al., 2015). 
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A curva de DSC das NNL está apresentada na Figura 32. PCL é um 

polímero termoplástico com uma temperatura relativamente baixa de fusão (60 
°C) e baixo índice de fluxo de fusão, que depende do peso molecular. É 

biocompatível e totalmente biodegradável com taxa mais lenta de degradação. 

Segundo Venkatraman et al. (2015) na análise de DSC, 40 °C pode ser 

considerada a temperatura imediatamente antes de começar a fusão da PCL, 

enquanto 50 °C e 55 °C são os pontos de início e pico de fusão, 

respectivamente. A fusão da PCL encontrada foi em 59 °C. 

 

Figura 32: Curvas de DSC das NNL. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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A curva DSC das NNL mostrou a ausência de picos exotérmicos, 

indicando pouca ou nenhuma interação entre o fármaco e os outros 

excipientes, assim como descrito por Kumar, Verma & Singh (2015). As NNL 

carregada com HAL e inertes apresentaram pico de fusão em 53 °C, 

correspondente à fusão do triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico 

(ANANTACHAISILP et al. 2010).  

A Figura 33 representa as curvas de decomposição (TGA) das NLS. A 

decomposição da HAL pura ocorreu em dois momentos distintos, iniciando em 

283,4 °C e concluindo a decomposição com temperatura de 485,3 °C. A curva 

de TGA ilustra que o AE se degradou em um único passo iniciando na 

temperatura de 223 °C, de acordo com o relatado por Wang et al. (2015) e 

Latibari et al.(2015). A decomposição das NLS seguiu a degradação do AE. 



68 

 

Figura 33: Curva de TGA das NLS. AE: ácido esteárico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura 
física; NLS-HAL: NLS carregada; NLS0 – NLS inerte. 
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As curvas de TGA que representam as NNL e seus componentes estão 

descritas na Figura 34. A análise de TGA mostrou que o início da 

decomposição da PCL se deu em 274 °C, passando por 373,8 °C e 

completando a decomposição em 456,8 °C, demonstrando concordância com o 

descrito por Hoque et al. (2014), Kim et al. (2015) e Venkatraman et al. (2015). 

A curva da NNL carregada com HAL mostrou três fases de decomposição, 

iniciando em 185 °C, a segunda fase em 260 °C e última fase em 370 °C até 

440 °C, restando menos de 10 % de massa. O perfil de decomposição das NNL 

foi semelhante ao da curva da PCL, contudo a decomposição das 

nanopartículas se iniciou em temperaturas mais baixas. 
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Figura 34: Curvas de TGA das NNL. PCL: poli(ε-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-HAL: 
mistura física; NNL-HAL: NNL carregada; NNL0 – NNL inerte. 
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5.5 Estudos de permeação cutânea in vitro da HAL a partir das NNL e NLS 

 

Os estudos de permeação cutânea in vitro foram realizados em células 

verticais de difusão com membranas sintéticas que apresentam alta 

similaridade com a pele humana. O fármaco livre e as NLS e NNL carregadas 

com HAL foram analisadas e o perfil de permeação da HAL está demonstrado 

na Figura 35. 

Pode-se observar que em relação ao fármaco livre, em até 6 horas de 

análise cerca de 18 % da HAL permeou para o compartimento receptor, 

enquanto que ao final de 24 horas 50 % da HAL permeou pela membrana. 

Uma vez que a membrana utilizada apresenta similaridade à pele humana, este 

resultado mostra indícios de que a HAL seria capaz de permear através do 

estrato córneo devido ao seu caráter lipofílico. 
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Figura 35: Perfil da permeação cutânea in vitro da HAL livre e a partir das NNL e NLS. 
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Em relação às nanopartículas, não houve diferença entre a permeação 

cutânea de NLS e NNL e em 24 h não mais que 9 % da HAL foram permeados 

para o meio receptor. Esse resultado indica que, apesar da natureza lipídica 

das nanopartículas que poderia promover a permeação cutânea do fármaco, o 

efeito reservatório promovido pelas NLS e NNL foi fundamental para o controle 

da liberação da HAL, uma vez que o perfil de permeação se mostrou constante 

a partir das nanopartículas, e o fármaco permaneceu na região cutânea. 

 

5.6 Avaliação in vivo da resposta inflamatória e da toxicidade da HAL a partir 

das NNL e NLS 

 

A resposta inflamatória e a toxicidade da HAL durante os processos de 

cicatrização das lesões na pele foram analisadas em animais após sofrerem 

lesão e retirada de parte da epiderme. As avaliações realizadas foram: análise 

macroscópica e da medida da área da lesão durante 18 dias. 
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Na avaliação macroscópica descritiva da fase inflamatória da 

cicatrização, os grupos NNL e NLS carregadas com HAL apresentaram lesões 

mais lisas com bordos delgados, sem rubor na região periférica da lesão e 

ainda apresentavam-se não exsudativas até o 6° dia de avaliação. Essa 

observação demonstra o efeito anti-inflamatório da HAL. Os grupos NNL e NLS 

inertes (sem HAL) e o grupo controle de gel sem nanopartículas apresentaram 

visualmente lesões exsudativas, avermelhadas e com bordos edemaciados até 

o 6° dia de avaliação, resposta essa já esperada, pois durante a fase 

inflamatória do processo de cicatrização ocorre a liberação local de histamina, 

serotonina e bradicinina que causam vasodilatação e aumento de fluxo 

sanguíneo no local e, consequentemente, sinais inflamatórios como calor e 

rubor e também a permeabilidade capilar aumenta causando extravasamento 

de líquidos para o espaço extracelular, e consequente edema (TAZIMA, 

VICENTE & MORIYA, 2008).  

O grupo da HAL livre incorporado no gel, apresentou lesões 

exsudativas e até o terceiro dia se mantiveram com o aspecto de feridas vivas. 

Após o quarto dia as lesões começaram a apresentar-se excessivamente 

crostosas e ampliaram a área da lesão inicial. Nessa fase inicial de avaliação 

pode-se observar que a HAL incorporada no gel acarretou em efeitos deletérios 

a cicatrização. Wang et al. (2013) em sua revisão compila trabalhos que 

demonstram o efeito negativo dos corticoides na cicatrização de pele; esse 

efeito pode ser explicado pela inibição na atuação das células inflamatórias que 

são necessárias para o progresso do processo cicatricial, conforme 

demonstrado por Guichard et al. (2015). 

Até o 6° dia da avaliação os tratamentos com NNL e NLS carregadas 

com HAL apresentaram efeitos benéficos, como ausência de exsudato e de 

vermelhidão, além de uma melhor aparência das lesões. Esses resultados 

indicam que a HAL presente nas nanopartículas foi capaz de modular a 

inflamação da fase inflamatória da cicatrização. Já quando a HAL livre foi 

incorporada no gel essa modulação da inflamação não foi observada, fato este 

que pode ser resultado da alta dose do fármaco disponível para absorção nos 

animais do grupo da HAL livre, diferente dos grupos que receberam as 

nanopartículas, que são sistemas reservatórios, onde a HAL está encapsulada 

e é liberada de forma controlada. 
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A Figura 36 mostra as imagens dos animais de todos os grupos que 

receberam tratamento com as respectivas legendas. As fotos foram registradas 

no 3° dia após a realização da lesão, quando a fase inflamatória da cicatrização 

está completando e se tem o início da fase de proliferação. 

 

Figura 36: Imagens dos animais tratados no 3° dia após sofrer a lesão. NNL-HAL e NLS-HAL: 

nanopartículas carregadas com HAL; NNL0 e NLS0: nanopartículas inertes; HAL: fármaco livre. 

 

 

 

Entre o 6° e o 9° dias de avaliação as lesões dos grupos das NNL e 

NLS carregadas e inertes e o grupo controle (gel) não apresentaram 

macroscopicamente diferença, contudo nos animais do grupo HAL livre era 

possível observar os efeitos deletérios da HAL na cicatrização. Nesse momento 
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do experimento os animais estavam saindo da fase inflamatória da cicatrização 

e iniciando a fase fibroblástica e de deposição da matriz extracelular, conforme 

descrevem Balbino, Pereira e Curi (2005), fase em que os efeitos deletérios 

dos corticoides podem ser mais bem evidenciados.  

A Figura 37 mostra as imagens dos animais de todos os grupos que 

receberam tratamento com as respectivas legendas. As fotos foram registradas 

no 9° dia após a realização da lesão, quando a fase de proliferação está 

finalizando, iniciando a maturação dos tecidos. 

 

Figura 37: Imagens dos animais tratados no 9° dia após sofrer a lesão. NNL-HAL e NLS-HAL: 

nanopartículas carregadas com HAL; NNL0 e NLS0: nanopartículas inertes; HAL: fármaco livre. 
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Após o 9°dia de avaliação foi visível a melhora da cicatrização nos 

grupos controles (NNL e NLS inertes e gel) e até o final do experimento as 

lesões destes animais sempre tiveram avaliação macroscópica melhor que os 

animais que receberam formulações contendo as nanopartículas carregadas 

com HAL, indicando que a presença do fármaco após a fase inflamatória 

causou retardo na cicatrização. 

Entre os animais que receberam HAL, as lesões nos grupos NNL e 

NLS mostraram-se melhores do que as do grupo HAL livre. Entre os grupos 

NNL e NLS evidenciou-se diferença macroscópica e qualitativa entre eles a 

partir do 9° dia, sendo observado que o grupo NNL com HAL apresentou 

melhor retração e aspecto macroscópico das lesões na pele dos animais. Esse 

efeito pode ser resultado da natureza polimérica das NNL que auxilia na 

retenção do fármaco dentro das nanopartículas nas regiões inflamadas da pele 

controlando a liberação do fármaco nestes locais, o que modula o efeito 

terapêutico e reduz os efeitos secundários sistêmicos. Já as NLS poderia 

interagir com os componentes lipídicos da pele aumentando a probabilidade de 

absorção sistêmica da HAL (ABDEL-MOTTAALEB et al., 2012).  

O processo de cicatrização se mostrou pior nos grupos tratados com as 

nanopartículas carregadas com HAL, comparado com as inertes, devido ao fato 

do anti-inflamatório inibir a inflamação, interferindo no processo de cicatrização 

da pele, como relatado por Hussni et al. (2004). De acordo com os resultados 

até o 6° dia de avaliação, a continuidade do tratamento atrapalhou o processo 

da cicatrização, indicando que a HAL poderia ser utilizada apenas como 

moduladora da inflamação na fase inicial da cicatrização, melhorando os 

aspectos iniciais da lesão cutânea e, possivelmente, reduzindo a dor local. 

Os resultados obtidos mostram que a HAL foi absorvida e passou a 

exercer efeitos sistêmicos e não somente locais na lesão cutânea, pois no 

grupo da HAL livre, a partir do 9° dia, alguns animais começaram a apresentar 

efeitos tóxicos do fármaco e três deles foram a óbito durante o experimento por 

pneumonia. Outros animais deste grupo desenvolveram conjuntivite. Esses 

efeitos podem estar relacionados a baixa da imunidade. Senyigit e Ozer (2012) 

descreveram essas reações adversas que podem ocorrer no organismo 

decorrente da baixa da imunidade pelo uso de glicocorticoides tópicos.  
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A figura 38 mostra os animais que receberam tratamento com as NNL 

carregadas e inertes e o fármaco livre no último dia do experimento (18° dia), 

exemplificando os resultados discutidos. 

 

Figura 38: Imagens dos animais tratados com NNL carregada com HAL, NNL inerte e HAL livre 
no 18° dia após sofrer a lesão. 
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A medida das áreas das lesões na pele dos animais foi realizada até o 

18° dia após a realização da lesão; e os valores das áreas médias estão 

apresentados na Tabela 8. Essas medidas demonstram como ocorreu o 

processo de retração das lesões durante o tratamento. As áreas dos grupos 

das NNL e NLS inertes (controle) apresentaram retração da lesão 

significativamente melhor que os grupos tratados com HAL, e entre os grupos 

tratados, NNL e NLS, não houve diferença estatística significativa. 

 

Tabela 8: Área média das lesões dos grupos tratados. 

 

Grupo D0 (cm
2
 

± DP) 
D3 (cm

2
 

± DP) 
D6 (cm

2
 

± DP) 
D9 (cm

2
 ± 

DP) 
D12 (cm

2
 

± DP) 
D15 (cm

2
 

± DP) 
D18 (cm

2
 

± DP) 

NNL-HAL 
4,72 ± 

(0,64) ª 

5,23 ± 

(0,69) ª 

4,13 ± 

(0,69) ª 

4,30 ± 

(0,87) ª 

3,93 ± 

(0,88) ª 

3,62 ± 

(1,53) ª 

2,39 ± 

(1,37) ª 

NLS-HAL 
5,30 ± 

(0,98) ª 

6,61 ± 

(1,28) ª 

5,97 ± 

(0,68) ª 

5,91 ± 

(0,54) b 

4,73 ± 

(1,29) ª 

3,68 ± 

(0,93) ª 

2,78 ± 

(1,15) ª 

NNL0 
4,47 ± 

(0,47) ª 

4,15 ± 

(1,07) ª 

3,90 ± 

(1,24) ª 

1,82 ± 

(1,19) c 

0,51 ± 

(0,34) b 

0,452 ± 

(0,25) b 

0,09 ± 

(0,08) b 

NLS0 
5,00 ± 

(0,95) ª 

5,25 ± 

(0,40) ª 

4,18 ± 

(0,71) ª 

2,48 ± 

(0,95) c 

0,51 ± 

(0,21) b 

0,26 ± 

(0,13) b 

0,03 ± 

(0,94) b 

HAL 
4,95 ± 

(0,70) ª 

4,90 ± 

(0,24) ª 

4,74 ± 

(0,57) ª 

4,80 ± 

(0,73) ab 

4,09 ± 

(0,55) ª 

4,72 ± 

(0,32) ª 

3,60 ± 

(0,57) ª 

Gel de 
natrosol 

5,24 ± 

(0,65) ª 

5,78 ± 

(0,57) ª 

4,79 ± 

(0,60) ª 

2,22 ± 

(1,04) c 

0,64 ± 

(0,15) b 

0,38 ± 

(0,15) b 

0,15 ± 

(0,15) b 

D: dia; DP: desvio padrão. Letras iguais indicam que não há diferença estatística significativa 
entre as amostras (p>0,05) por ANOVA seguido de Teste de Tukey.  
NNL-HAL e NLS-HAL: nanopartículas carregadas com HAL; NNL0 e NLS0: nanopartículas 
inertes; HAL: fármaco livre. 

 

 

As áreas das lesões do grupo HAL livre nos 15° e 18° dias 

apresentavam-se, em média, 1,0 cm2 maiores do que os grupos NNL e NLS 

carregadas com o fármaco, contudo essa diferença não foi estatisticamente 

significativa.  

A retração das áreas das lesões durante todo o tratamento pode ser 

visualizada na Figura 39. 
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Figura 39: Representação gráfica da evolução do processo de cicatrização de acordo com a 
área das lesões. NNL-HAL e NLS-HAL: nanopartículas carregadas com HAL; NNL0 e NLS0: 
nanopartículas inertes; HAL: fármaco livre. 

 

 

 

Os grupos controle (NNL e NLS inertes e gel) não apresentaram 

diferença entre si em nenhum momento da avaliação, indicando que a 

formulação das nanopartículas não interferiu na cicatrização. A retração 

completa das lesões na pele nestes grupos ocorreu aos 18 dias. 

Em relação às formulações contendo HAL, os sistemas 

nanoparticulados NNL e NLS apresentaram melhor avaliação macroscópica da 

cicatrização da lesão, sem presença de vermelhidão e exsudato na fase 

inflamatória da cicatrização e não apresentaram alterações patológicas, como 

ocorreu com os animais tratados com HAL livre, demonstrando a redução da 

toxicidade do fármaco devido ao efeito reservatório proporcionado pelas 

nanopartículas. 
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6 CONCLUSÃO 
 

Nanopartículas lipídicas sólidas e nanopartículas poliméricas de núcleo 

lipídico incorporadas com halcinonida foram obtidas e caracterizadas. Os 

estudos de caracterização mostraram que as nanopartículas apresentaram 

diâmetro médio variando entre 260 a 500 nm, índice de polidispersão abaixo de 

0,37, potencial zeta próximo a -30 mV, pH ente 5,3 e 6,5, apresentaram 

estabilidade após armazenamento de 60 dias e formato esférico com superfície 

lisa.  

A análise de difração de raios x demonstrou a amorfização do fármaco 

nos sistemas nanoestruturados. As análises espectroscópicas na região do 

infravermelho e Raman com Transformada de Fourier foram capazes de 

identificar as bandas características dos principais componentes das 

formulações: ácido esteárico, triglicerídeo do ácido cáprico/caprílico, poli(ε-

caprolactona) e da halcinonida, indicando que não houve ligação química entre 

eles. A análise térmica revelou os picos da fusão do fármaco, dos lipídeos e do 

polímero e mostrou o desaparecimento do pico de fusão da HAL nas 

nanopartículas indicando que o fármaco está no estado amorfo ou dissolvido 

no núcleo lipídico.  

O estudo de permeação in vitro mostrou que pouca quantidade do 

fármaco (9 %) foi permeada durante 24 horas, mostrando o efeito reservatório 

das nanopartículas, importante para o controle da liberação da halcinonida.  

O estudo in vivo revelou que a halcinonida livre administrada sobre a 

lesão cutânea foi tóxica, por ser absorvida e produzir efeitos adversos 

sistêmicos. Já as nanopartículas contendo o fármaco foram capazes de 

modular a inflamação da cicatrização, evitando a formação de edema e 

exsudato, porém prejudicando as fases subsequentes do processo de 

cicatrização. No entanto, a incorporação da halcinonida nas nanopartículas foi 

capaz de reduzir a toxicidade do fármaco pelo controle da sua liberação, 

impedindo a absorção sistêmica do fármaco.  

Em relação às amostras, as duas nanopartículas lipídicas 

desenvolvidas apresentaram resultados semelhantes, sendo que as 

nanopartículas poliméricas de núcleo lipídico mostraram melhores retração da 

lesão e aspecto macroscópico, possivelmente causado pela presença do 
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polímero que, além do núcleo lipídico, permite maior controle da liberação da 

halcinonida. 

Dessa forma, este estudo permitiu concluir que apesar das 

nanopartículas serem capazes de reduzir a toxicidade da halcinonida, evitando 

os efeitos sistêmicos indesejáveis, pelo controle da liberação do fármaco, a 

administração desses sistemas durante todo o período da reparação da pele 

apresentou um efeito prejudicial à cicatrização da lesão cutânea, demonstrando 

que o tratamento indicado poderia ser a administração das nanopartículas 

somente durante a fase inflamatória, com o objetivo de modular os efeitos da 

inflamação, como o rubor da área lesionada, dor, edema e a presença de 

exsudato, conforme observado nos estudos em animais. 
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